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1 JOHDANTO 
 
Viilin valmistuksessa on kausittain ongelmana viilin hapantumisen epäonnistuminen, joka 
voi johtua prosessiin päässeistä faageista (Walstra ym., 2006). Faagi-infektio voi johtaa 
käymisen epäonnistumiseen ja tuotteen hävikkiin. Hapatteissa faagit lisääntyvät hyvin, 
jolloin faagi voi olla erittäin haitallinen fermentointituotteiden valmistuksessa, sillä se voi 
tappaa suuren osan hapatteen bakteerikannoista (Hassan ja Frank, 2001). Valion nykyiset 
tuotantohapatteet koostuvat hyvin samantyyppisistä viilikannoista, jolloin faagi voi 
hidastaa kaikkien kantojen kasvua niin, ettei viilin hapantuminen onnistu tai se viivästyy 
liikaa.  
 
Aistinvaraiset arviointimenetelmät antavat tietoa elintarvikkeista ja niiden ominaisuuksista 
(Tuorila ym., 2008). Aistinvaraiset menetelmät ovat alalla yleisesti hyväksyttyjä ja eri 
menetelmiä voidaan soveltaa kuhunkin tilanteeseen. Erityisesti aistivarainen arviointi on 
hyödyllinen silloin, kun halutaan selvittää, aiheuttaako valmistusmenetelmän vaihtaminen 
muutoksia tuotteeseen. Tuotteen rakennetta voidaan mitata mekaanisilla mittareilla 
tehokkuuden maksimoimiseksi (Lawless ja Heymann, 1998). Aistinvaraisessa arvioinnissa 
rakenteen arviointi voidaan rakennemittauksilla jopa korvata kokonaan. Mittalaitteet 
antavat tarkkoja, mitattavia ja toistettavia tuloksia tuotteesta. 
 
Kirjallisuuskatsauksen ensimmäisessä osassa käsitellään aluksi viiliä hapanmaitotuotteena 
sekä luodaan katsaus viilin teolliseen valmistukseen. Toisessa osassa käsitellään 
viilihapatteissa käytettyjen hapatekantojen vaikutuksia maidossa sekä niiden 
vuorovaikutuksia toisiinsa. Lisäksi pohditaan viilihapatteiden bakteriofaageja, niiden 
ehkäisyä ja sekä solunsisäisiä että -ulkoisia vastustusmekanismeja. Lopuksi käsitellään 
viilin arviointimenetelmiä rakennemittausten ja aistinvaraisen arvioinnin avulla. 
 
Kokeellisen osan tavoitteena oli valmistaa hapate perinteisestä menetelmästä poiketen niin, 
että kukin kanta kasvatetaan yksittäin ja hapatteen koostaminen tapahtuu juuri ennen 
viilimaitoon lisäystä. Lisäksi työssä oli tarkoituksena koostaa varahapate, jonka avulla 
voitaisiin varautua mahdollisiin faagiongelmiin koostamalla hapate kannoista, jotka eivät 
ole samoille faageille herkkiä kuin nykyiset kannat. Kokeellisen osan alussa käsitellään 
ensin bakteerikantojen valmistus ja hapatteiden koostaminen soveltaen tilastollisia 
menetelmiä. Tulososiossa tutkitaan viilin varahapatteen onnistumista rakenne-, 
aistinvaraisten ja kemiallisten ominaisuuksien sekä faagiherkkyyden kannalta. Tulosten 
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tarkastelussa pohditaan näiden ominaisuuksien vaikutuksia sekä keskinäistä korrelaatiota 
kirjallisuudesta saatuja tietoja apuna käyttäen.  
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2 KIRJALLISUUSTUTKIMUS 
 
2.1 Viilin valmistus  
 
Hapanmaitotuotteita on maidon pilaantumisen estämiseksi valmistettu ympäri maailmaa 
(Kahala ym., 2008). Useita hapanmaitotuotteita on ollut jo satoja vuosia, vaikkakin niiden 
tuotantomenetelmät ovat muuttuneet kotivalmistuksesta teollisuusmittakaavassa 
tapahtuvaan valmistukseen. Hapanmaitotuotteiden kulutus on suurinta Euroopassa, mutta 
ne muodostavat tärkeän osan ravitsemusta myös muissa maanosissa (Mistry, 2001). 
Mesofiilisia maitohappobakteereita sisältäviä hapanmaitotuotteita on valmistettu erityisesti 
viileän ilmaston maissa (Walstra ym., 2006). Niiden rakenne on muun maailman 
hapanmaitotuotteista poiketen tyypillisesti venyvä ja hyvin viskoosi. Alhaisissa 
lämpötiloissa viskoosi tuote pysyy homogeenisena alhaisen heroittumisen vuoksi. 
Pohjoismaalaiset, venyvät maitotuotteet ovat tyypillisiä Norjassa, Ruotsissa ja 
naapurimaissa.   
 
Viili on suomalainen hapanmaitotuote, jota valmistetaan maitohappokäymisellä ja 
lisäämällä hometta (Litopoulou-Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000). Vähärasvainen tai 
täysrasvainen maito lämpökäsitellään, jäähdytetään huoneenlämpöön ja hapatetaan. 
Fermentointi pikareissa mahdollistaa rasvan nousemisen pintaan ja home kasvaa 
kermakerroksen päälle antaen tuotteelle samettimaisen pinnan. Perinteisessä viilissä on 
miellyttävä, terävä maku, diasetyylin aromi ja lankamainen, venyvä rakenne (Macura ja 
Townsley, 1983).  
 
Hapanmaitotuotteiden valmistus on suhteellisen yksinkertaista etenkin pienessä 
mittakaavassa (Varnam ja Sutherland, 1994). Yhtenäisten tuotteiden valmistus ja alhaiset 
tuotantokustannukset sekä valmistus suuressa mittakaavassa edellyttävät kuitenkin 
monimutkaisia laitteita ja tarkempaa valmistuksen hallintaa. Kuvassa 1 on esitetty viilin 
valmistus vuokaaviona.  
 
Kuva 1. Viilin valmistuksen vuokaavio (Mäkikallio, 2010).  
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2.1.1 Maidon separointi ja rasvapitoisuuden vakiointi 
 
Maidon separoinnissa täysmaidosta erotetaan maidon rasva eli kerma (Tetra Pak, 2003). 
Separaattorissa maito kulkee laitteeseen keskiakselin kautta ja valuu pyörivään kuulaan 
(kuva 2). Rasva erottuu kuulan erotuslevyjen väleissä. Keskipakoisvoiman ansiosta 
rasvapisarat kulkeutuvat kuulan keskelle ja raskaampi rasvaton maito kulkeutuu kuulan 
reunoille. Molemmat nesteet kulkeutuvat ylöspäin omina virtoinaan ja poistuvat laitteesta.  
 
 
Kuva 2. Maidon separaattori. Separaattorissa maito siirtyy levypakkaan reunaa pitkin ja valuu sisäänpäin 
kanavien kautta. (Tetra Pak, 2003) 
 
Rasvan erottumiseen vaikuttavat useat tekijät (ks. kaava 1) (Walstra ym., 2006). 
Rasvapisaroiden erottuminen nopeutuu, kun maidon plasman (ρp) ja rasvaosan (ρf) 
tiheyksien erotus kasvaa tai rasvapallon säde (d), kuulan kierrosnopeus (ω) tai rasvapallon 
etäisyys pyörimiskeskuksesta (R) kasvaa. Rasvapisaroiden erotus hidastuu maidon 
plasman viskositeetin (η) alentuessa.  
 
                            
p
fp dR
v


18
)( 22 
                                   (1)  
    
Kylmässä saostuvat immunoglobuliinit eli kryoglobuliinit ovat yli 37 ºC:ssa vain maidon 
seerumifaasissa (Fox ja McSweeney, 1998). Tällöin kerman kermoutumisominaisuudet 
ovat heikot ja rasvaton maito vaahtoutuu hyvin kryoglobuliinien läsnäollessa. Separoimalla 
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alhaisissa lämpötiloissa, alle 10–15 ºC:ssa, suurin osa kryoglobuliineista pysyy 
kermafaasissa. Separoinnin aikana voi tapahtua ilman ja vaahdon merkittävää yhdistymistä 
etenkin vanhemmissa laitteissa, mikä vahingoittaa maidon rasvapisaroiden membraania. 
Alhaisessa lämpötilassa separoidun kerman viskositeetti on huomattavasti korkeampi kuin 
korkeassa lämpötilassa separoidun, liittyen ilmeisesti kryoglobuliinien läsnäoloon.  
 
Tehokkuusvaatimukset sekä vuodenaikaisvaihtelut rasvapitoisuudessa ovat luoneet tarpeen 
nopeille ja täsmällisille vakiointilaitteistoille (Tetra Pak, 2003). Nykyaikaisissa tehtaissa 
maidon vakiointi on yhdistetty kerman separointiin. Maito vakioidaan haluttuun 
rasvapitoisuuteen sekoittamalla kermaa rasvattomaan maitoon. Rasvattoman maidon 
ulostulopaine tulee olla vakio, mitä hallitaan rasvattoman maidon ulostulossa sijaitsevan 
vakiopaineventtiilin avulla. Sisään tulevasta maidosta määritetään määrä ja esilämmityksen 
lämpötilan vaihtelut. 
  
2.1.2 Maidon lämpökäsittely 
 
Viilimaito lämpökäsitellään 85–90 ºC:ssa muutaman minuutin ajan ja se jäähdytetään noin 
20 ºC:seen (Litopoulou-Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000). Lämpökäsittelyssä voidaan käyttää 
pastööriä, joka jakautuu neljään vaiheeseen: esikuumennukseen, kuumennukseen 
pastörointilämpötilaan, kesto-osastoon ja jäähdytykseen. Pastörointi tapahtuu yleensä 
levylämmönvaihtimen avulla (Walstra ym., 2006). Levylämmönvaihtimessa lämmitysosa 
ja sisään tuleva neste ovat erotettu ohuella levyllä (kuva 3). Lämmityspinta-ala on suuri ja 
lämmitysosan ja nesteen lämpötilaero on yleensä pieni. Levylämmönvaihtimessa 
kuumennetaan ja jäähdytetään samanaikaisesti kahta nestevirtaa, jolloin energian kulutus 
vähenee oleellisesti. Kylmän maidon saapuessa lämmönvaihtimeen se lämpenee jo 
lämmitetyn maidon avulla, joka puolestaan samanaikaisesti jäähtyy. Lämmitettävä maito 
kuumennetaan loppulämpötilaan kuuman veden tai höyryn avulla. Sisään tulevan maidon 
avulla jäähtynyt maito jäähdytetään haluttuun loppulämpötilaan kylmän veden tai 
esimerkiksi propyyliglykolin avulla (Tetra Pak, 2003).  
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Kuva 3. Levylämmönvaihdin. Jäähdytettävä maito (kuvassa sinisellä) vaihtaa virtaussuuntaa neljä kertaa. 
Lämmittävä aine (kuvassa punaisella) jakaantuu neljään rinnakkaiseen virtaukseen ja virtaussuunta muuttuu 
kaksi kertaa. (Tetra Pak, 2003) 
 
Korkeapastöroinnissa (vähintään 20 s 85 °C) laktoperoksidaasientsyymi inaktivoituu 
(Walstra ym., 2006). Kaikki vegetatiiviset mikro-organismit tuhoutuvat, mutta itiöt eivät 
tuhoudu. Suurin osa entsyymeistä inaktivoituu, mutta maidon proteinaasi plasmiini ja 
jotkut bakteerien proteinaasit ja lipaasit eivät täysin inaktivoidu. Psykrotrofit tuhoutuvat 
pastöroinnissa, mutta niiden tuottamat entsyymit ovat erittäin lämmönkestäviä aiheuttaen 
maidossa sivumakuja (Fox ja McSweeney, 1998). Pastörointi ei juuri vaikuta maidon 
ravitsemukselliseen arvoon. 
 
2.1.3 Viilin kypsytys 
 
Lämpökäsittelyn ja jäähdytyksen jälkeen viilimaito hapatetaan lisäämällä hapateviljelmää, 
joka sisältää Lactococcus lactis ssp. lactis- ja Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris -
kantoja sekä homeen (Mistry, 2001). Inkubointi tapahtuu myyntipakkauksissa eli 
muovipurkeissa huoneenlämmössä vuorokauden ajan kunnes maitohappoa on noin 0,9 % 
ja pH noin 4,6 (Roginsk, 2000). Tuote jäähdytetään varastointilämpötilaan 8–10 °C:seen. 
Jäähdytyksen jälkeen viilin pH on laskenut arvoon 4,3–4,4. Roginsk (2000) ilmoittaa 
tuotteen myyntiajaksi 10–15 vuorokautta, joka on hieman lyhyempi kuin suomalaisen 
viilin myyntiaika (20 vrk).  
 
2.2 Viilihapatteet 
 
Hapatteita käytetään meijeriteollisuudessa muuttamaan tuotteen rakennetta ja makua tai 
suojaamaan tuotteita estämällä pilaajamikrobien kasvua (Saxelin, 2002). Yleisimmin 
hapatteina käytetään maitohappobakteereita, jotka lajista riippuen tuottavat laktaatin lisäksi 
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esimerkiksi asetaattia, hiilidioksidia, etanolia ja aromiaineita. Monikantahapatteen tarkka 
koostumus on tärkeää teknologisesta näkökulmasta, sillä hapatteella on avainrooli 
yhdenmukaisissa ja korkealuokkaisissa tuotteissa (Kahala ym., 2008).  
 
Viilin valmistuksessa tärkein hapontuottaja on Lc. lactis ssp. cremoris, jonka lisäksi 
käytetään Lc. lactis ssp. lactis -kantaa (Litopoulou-Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000). 
Arominmuodostajina käytetään Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactista ja 
leukonostokkeja. Mesofiilisilla hapatteilla yksikantahapate sisältää joko Lc. lactis ssp. 
cremorista, Lc. lactis ssp. lactista tai sen biovarianttia diacetylactis (Walstra ym., 2006). 
Monikantahapatteet sisältävät bakteerikantoja Lc. lactis ssp. cremoris tai/ja Lc. lactis ssp. 
lactis, johon on yhdistetty biovarianttia diacetylactis tai kantaa Leuc. cremoris. 
Sekahapatteet jaetaan neljään ryhmään sisältäen laktokokkien lisäksi arominmuodostajista 
joko vain leukonostokkeja (L), vain Lc. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactista (D), 
molempia (DL) tai ei kumpaakaan arominmuodostajaa (O).  
 
2.2.1 Lactococcus lactis 
 
Laktokokit ovat suurin mesofiilinen ryhmä hapontuotossa ja meijerifermentoinnissa 
(Hassan ja Frank, 2001). Lc. lactis -solut ovat kokkeja, jotka esiintyvät yleensä ketjuissa, 
mutta myös yksittäisinä tai pareissa. Ne ovat homofermentatiivisia: 95 % lopputuotteesta 
on laktaattia (L-isomeeri). Laktokokit kasvavat 10 ºC:ssa, mutteivät 45 ºC:ssa. Ne ovat 
heikosti proteolyyttisiä ja ne voivat käyttää maidon proteiineja.  
 
Lactococcus-kannoista ainoastaan Lc. lactista käytetään meijeriteknologiassa (Litopoulou-
Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000). Lc. lactis kykenee fermentoimaan laktoosin lisäksi 
galaktoosia, riboosia ja maltoosia ja se kasvaa jopa 4 % suolapitoisuudessa (Hassan ja 
Frank, 2001). Lc. lactis ssp. cremoris fermentoi vain laktoosia ja galaktoosia. Lc. lactis ssp. 
lactiksen variantti diacetylactis muuttaa sitraatin diasetyyliksi, CO2:ksi ja muiksi 
yhdisteiksi. Jotkut kannat tuottavat eksopolysakkarideja viilissä.  
 
2.2.2 Leuconostoc mesenteroides 
 
Leuconostoc on mesofiilinen, heterofermentatiivinen kokki, joka vaatii kasvuunsa erilaisia 
aminohappoja, peptidejä, hiilihydraatteja, vitamiineja ja metalli-ioneja (Lonvaud-Funel, 
2000). Leukonostokkien optimilämpötila on 20–30 °C. Leuconostoc tuottaa diasetyyliä ja 
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hiilidioksidia sekä sitraatista asetoiinia. Meijerisovelluksissa käytetään kahta alalajia: Leuc. 
mesenteroides ssp. cremoris ja Leuc. lactis. Leuconostoc kasvaa huonosti maidossa, sillä 
siltä puuttuu proteolyyttinen aktiivisuus (Walstra, 2006). Leuc. cremoris ei hapata maitoa, 
mutta Leuc. lactis hapattaa. Arominmuodostajat eivät tuota riittävästi laktaattia, mutta 
vaativat happamat olosuhteet kasvuun ja sitruunahapon fermentointiin (Hassan ja Frank, 
2001). Hapateviljelmissä leukonostokit yhdistetään laktokokin kanssa, mikäli tavoitteena 
on tuottaa hapantumisen lisäksi diasetyyliä ja CO2:a.  
 
2.2.3 Geotrichum candidum -home 
 
Huoneenlämmössä raakamaito happanee ja muutaman päivän jälkeen maidon pintaan 
muodostuu homekerros. Tämä G. candidum -home muodostuu haarautuneista hyyfeistä, 
joissa solut ovat suorakulmion muotoisia (Wouters ym., 2002). G. candidum fermentoi 
galaktoosia ja glukoosia (Botha, 1999). Sen optimi kasvulämpötila on 22–25 °C (Guéguen 
ja Jacquet, 1982). Candida-suvun home vaikuttaa aromin muodostumiseen ja se käyttää 
laktoosia alentaen tuotteen happamuutta (Oberman ja Libudzisz, 1998). G. candidum myös 
kuluttaa happea ilmatiivistä viilipurkista tuottaen hiilidioksidia, joka osittain liukenee 
maitoon saaden aikaan hieman hiilihappoa tuotteeseen. Anaerobisissa olosuhteissa homeen 
liikakasvu estyy.  
 
2.2.4 Viilihapatteiden vaikutukset maidossa 
 
Laktoosin metabolointi laktaatiksi Lc. lactiksella. Laktokokit kuljettavat laktoosin soluun 
fosfoenolipyruvaatti (PEP)-riippuvaisen fosfotransferaasisysteemin (PTS) avulla (Hutkins, 
2001). Laktokokin laktoosi-PTS koostuu solulimaan ja membraaniin liittyvistä 
proteiineista, jotka kuljettavat korkeaenergisiä fosfaattiryhmiä alkuperäiseltä luovuttajalta 
PEP:ltä laktoosille. Laktoosin fosforylaatio tapahtuu samaan aikaan, kun laktoosi siirtyy 
membraanin läpi solun sisään ja alkaa kertyä laktoosifosfaattina. Fosfo-β-galaktosidaasi 
hydrolysoi laktoosifosfaatin glukoosiksi ja fosfogalaktoosiksi (Courtney, 2000). 
 
Laktokokeilla galaktoosi-6-fosfaatti isomeroituu tagatoosi-reitissä ensin tagatoosi-6-
fosfaatiksi ja fosforyloituu tagatoosi-1,6-difosfaatiksi (kuva 4) (Hutkins, 2001). Tämä 
jakautuu trioosifosfaateiksi eli glyseraldehydi-3-fosfaatiksi ja dihydroksiasetonifosfaatiksi, 
jotka voivat muuttua toisikseen. Glyseraldehydi-3-fosfaatti syötetään glykolyyttiseen 
Embden-Meyerhof-Parnas- eli EMP-reittiin.  
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Kuva 4. Laktoosin metaboliareitit maitohappobakteereilla (Cogan ja Hill, 1993). Laktokokit käyttävät 
laktoosin hajotukseen tagatoosi- tai glykolyyttistä reittiä, leukonostokit hajottavat laktoosin fosfoketolaasi- 
tai Leloir-reittiä pitkin. 
 
Glukoosi-6-fosfaatin hajotus tapahtuu EMP-reittiä pitkin (kuva 4) (Hutkins, 2001). 
Aldolaasi hydrolysoi heksoosidifosfaatin glyseraldehydi-3-fosfaatiksi, josta muodostuu 
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edelleen pyruvaattia. Reitissä yhdestä heksoosisokerista eli glukoosista tai galaktoosista 
syntyy 2 mol pyruvaattia ja 2 mol ATP:tä. Pyruvaatti pelkistyy lopuksi laktaatiksi, jolloin 
reaktiossa 1 moolista laktoosia syntyy 4 moolia laktaattia (Walstra ym., 2006). 
 
Laktoosin metabolointi laktaatiksi ja asetaatiksi Leuconostocilla. Leuconostocilla laktoosi 
kuljetetaan laktoosipermeaasin avulla solun sisään ilman kemiallista muuntelua 
(Litopoulou-Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000; Walstra ym., 2006). Laktoosipermeaasi 
kuljettaa laktoosin solulimaan yhtä aikaa protonien kanssa, ja tarvittava energia 
kuljetukseen saadaan transmembraani ATPaasin avulla hydrolysoimalla ATP:tä (Walstra 
ym., 2006). Laktoosin hydrolyysi glukoosiksi ja galaktoosiksi tapahtuu β-galaktosidaasin 
avulla. Leukonostokkien tuottama solunsisäinen galaktoosi hajotetaan Leloir-reittiä pitkin 
(kuva 4), jossa galaktoosi fosforyloituu, ja galaktoosi-1-fosfaatista muodostuu glukoosi-6-
fosfaattia, joka syötetään glykolyyttiseen eli EMP-reittiin (Hutkins, 2001). 
 
Glukoosin fermentointi leukonostokeilla tapahtuu fosfoketolaasireittiä pitkin (kuva 4), jota 
kutsutaan heterofermentatiiviseksi maitohappokäymiseksi (Walstra ym., 2006). Glukoosi 
fosforyloidaan 6-P-glukonaatiksi, ja glukoosi-6-P-dehydrogenaasin ja fosfoketolaasin 
läsnäollessa 6-P-glukonaatti fosforyloidaan CO2:ksi ja pentoosi-5-P:ksi. Pentoosi-5-P 
muutetaan glyseraldehydi-3-P:ksi ja asetyylifosfaatiksi, joista ensimmäinen muuttuu 
laktaatiksi glykolyyttistä reittiä pitkin ja jälkimmäinen muuttuu etanoliksi.  
 
Vaihtoehtoinen pyruvaatin metabolia. Mikäli laktoosia tai glukoosia on vähän saatavilla, 
laktaatin lisäksi voi muodostua huomattavia määriä myös muita lopputuotteita, kuten 
formiaattia, asetaattia, etanolia tai asetoiinia (Hutkins, 2001). Vaihtoehtoisia 
käymistuotteita voi muodostua, kun pyruvaattikonsentraatio on suurempi kuin tuotettu 
laktaatin konsentraatio, jolloin muodostuva pyruvaatti täytyy poistaa toista reittiä tai kun 
solujen täytyy saavuttaa NAD+/NADH-tasapaino. Tämän lisäksi muodostuu ATP:tä. Myös 
anaerobisissa olosuhteissa, hiilihydraattien määrän ollessa rajallinen ja kasvunopeuden 
ollessa alhainen, voi muodostua etanolia, asetaattia ja formiaattia. Asetaldehydiä tuottavat 
maitohappobakteerit, joilla ei ole alkoholidehydrogenaasi-entsyymiä, esimerkiksi Lc. lactis 
ssp. lactis biovar. diacetylactis. (Walstra ym., 2006). Ne eivät voi pelkistää asetaldehydiä 
etanoliksi.  
 
Laktokokkien proteinaasisysteemi. Maito sisältää vain noin 20 % välittömästi saatavilla 
olevia, maitohappobakteerien normaaliin kasvuun tarvittavia aminohappoja (Cogan, TM, 
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2000). Kaseiinin hydrolyysi on tärkeää, sillä Lc. lactis on moninkertainen 
aminohappoauksotrofi ja vaatii kasvuunsa jopa kahdeksan aminohappoa (Hutkins, 2001). 
Kaseiinin käyttö Lc. lactiksella alkaa solun kuoreen kiinnittyneestä seriiniproteinaasista, 
joka pilkkoo proteiinit peptideiksi ja eripituiset ketjut kuljetetaan soluun erilaisilla 
kuljetussysteemeillä. Solun sisällä peptidit hydrolysoidaan peptidaasien avulla 
aminohapoiksi. Vaikka eri Lc. lactis -kantojen proteinaasit ovat keskenään geneettisesti 
sukua ja niillä on vain vähän eroja aminohapposekvensseissä, erityiset kaseiinisubstraatit ja 
entsyymien hydrolyysituotteet voivat vaihdella merkittävästi (Walstra ym., 2006; Hutkins, 
2001). Olkkosen (2007) pro gradu -työssä tutkittiin 18 Lc. lactis alalaji cremoris, 15 Leuc. 
mesenteroides ja 3 Lc. lactis alalaji lactis biovar. diacetylactis -kannan kykyä pilkkoa 
maidon proteiineja. Kannoista kahdeksan todettiin pystyvän proteolyysiin.  
 
Maidon sitraatin hajotus. Laktaatin nopea tuotto on maitohappobakteereiden merkittävä 
ominaisuus monissa meijerituotteissa, mutta joiltain kannoilta vaaditaan myös aromin 
kannalta tärkeää diasetyylin muodostuskykyä (Hutkins, 2001). Sitraattia hajottavia 
bakteereita kutsutaan arominmuodostajiksi, joita ovat etenkin Lc. lactis ssp. lactis biovar. 
diacetylactis sekä Leuc. mesenteroides ssp. cremoris. Muodostuvan diasetyylin määrä on 
meijerituotteissa yleensä alle 2 mg/l.  
 
Sitraatti kuljetetaan soluun sitraattipermeaasin avulla, joka on plasmidikoodattu ja häviää 
herkästi (Litopoulou-Tzanetaki ja Tzanetakis, 2000). Sitraattilyaasin avulla sitraatti 
hydrolysoidaan asetaatiksi, CO2:ksi ja pyruvaatiksi. Diasetyyliä muodostuu α-
asetolaktaatin kautta pyruvaatista ja asetaldehydistä. α-asetolaktaatti dekarboksyloituu 
asetoiiniksi, tai hapen läsnäollessa diasetyyliksi (Walstra ym., 2006). Lc. lactis ssp. lactis 
biovar. diacetylactis -kantojen kasvaessa maidossa diasetyyli- ja asetoiinipitoisuudet 
kasvavat niin kauan, kun sitraattia on läsnä, sillä sitraatti tukahduttaa diasetyyli- ja 
asetoiinireduktaasien kasvun.  
 
Eksopolysakkaridien tuotto. Mikrobien polysakkaridit voidaan jakaa solunsisäisiin 
polysakkarideihin, rakenteellisiin polysakkarideihin ja solunulkoisiin eli 
eksopolysakkarideihin (EPS) (Kumar, 2007). Eksopolysakkarideja ilmenee kapseleina, 
joissa polysakkaridi on liittynyt solun pintaan, kovalenttisesti sitoutuneina tai limamaisena, 
jossa polysakkaridit ovat sitoutuneet löyhästi solun pintaan. EPS voidaan myös erittää ulos 
solusta ja erottaa kasvualustasta (Laws ym., 2001).  
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Roginskin (2000) mukaan lima koostuu sekä EPS:a tuottavista soluista että 
kaseiinimiselleistä, jotka yhdessä muodostavat venyvän koostumuksen aikaansaavan 
verkoston. Limassa saattaa olla myös muita proteiineja.  Zhennai ym. (1999) tutkivat 
viiden limaa tuottavan Lc. lactis subsp. cremoris -kannan EPS:n tuottoa. Kaikkien kantojen 
tuottama EPS koostui galaktoosista, glukoosista ja ramnoosista samassa suhteessa. 
Looijesteijnin ym. (1999) mukaan sokerilähteellä on merkitystä, kuinka paljon EPS:a 
tuotetaan; Lc. lactis ssp. cremoris –kanta tuotti enemmän EPS:a glukoosista kuin 
fruktoosista. Jotkut Leuconostoc-lajit tuottavat eksopolysakkarideja (dekstraania) 
sakkaroosista (Hutkins, 2001).  
 
Roginskin (2000) mukaan soluseinän proteiineilla voi olla tärkeä tehtävä laktokokkien 
limantuotannossa. EPS:eja tuottavista kannoista löydettiin kaksi pintaproteiinia, jotka 
katosivat 30 °C:n inkubointilämpötilassa. Laktokokeilla ja leukonostokeilla saattaa olla 
tehokkaat mekanismit, joilla EPS:eja koodaavat plasmidit säilyvät, etenkin jos sama 
plasmidi koodaa myös bakteeripopulaation eloonjäämisominaisuuksia. 
Eksopolysakkarideja tuottavat kannat ovat Moineaun (1996) mukaan kestävämpiä 
faageille. Faageilla, jotka infektoivat EPS:a tuottavia kantoja, on polysakkaridi 
depolymeraasi-entsyymi, joka on spesifinen juuri tietylle eksopolysakkaridille (Hughes, 
1998). 
 
2.2.5 Vuorovaikutukset kantojen välillä 
 
Mesofiilisten maitohappobakteereiden välillä voi ilmetä erilaisia vuorovaikutuksia, kuten 
kilpailua, amensalismia, kommensalismia tai mutualismia (Oberman ja Libudzisz, 1998). 
Kilpailevassa vuorovaikutuksessa bakteereiden kasvunopeudet ja ravinteiden tarve ovat 
erilaisia. Amensalismissa toinen kanta aiheuttaa haittaa hyötymättä itse inhiboiden toisen 
kasvua. Kommensalismissa toinen kanta hyödyttää toista tuottamalla esimerkiksi 
metaboliitteja hyötymättä kuitenkaan itse, ja mutualismissa molemmat hyödyttävät 
toistensa kasvua. Kilpailu ravinteista vaikuttaa erilaisiin kasvunopeuksiin, ja niiden erot 
joillakin Lc. lactis ssp. lactis -ja biovar. diacetylactis -kannoilla sekä Leuc. mesenteroides 
ssp. cremoris -kannoilla voivat olla jopa 50 %. Kilpailuun ravinteista liittyy usein 
bakteerikantojen toisiaan hyödyttävä vuorovaikutus, joka parantaa hitaasti kasvavien 
kasvua. Joidenkin kantojen stimulointi voi johtaa viljelmiin, joiden korkeampi 
proteolyyttinen aktiivisuus vapauttaa tarvittavia aminohappoja sellaisten kantojen 
käyttöön, joiden proteolyyttinen aktiivisuus on heikompi (Collins ja Speckman, 1974).  
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Boquienin ym. (1988) tutkimuksessa leukonostokin kasvunopeus nousi seosviljelmässä. 
Boquien ym. tutkivat laktokokin (Streptococcus cremoris AM2) ja leukonostokin (Leuc. 
lactis CRNZ 1091) vuorovaikutuksia seosviljelmässä, jossa Leuconostocin kasvunopeus 
nousi 50 %. Bellengierin ym. (1997) tutkimuksessa sen sijaan leukonostokin kasvu 
heikkeni laktokokin läsnäollessa. Bellengier ym. tutkivat Lc. lactis CNRZ 1076:n ja Leuc. 
mesenteroides ssp. mesenteroides UM10:n vuorovaikutusta yhteisviljelyn aikana. Lc. 
lactiksen kasvunopeuteen tai solumassan määrään ei leukonostokilla ollut vaikutusta, mutta 
Leuc. mesenteroidesin kasvunopeus oli seosviljelmässä hitaampaa kuin yksittäisviljelmässä 
ja maksimaalinen solumassa oli 10 kertaa alhaisempi. Leukonostokin kasvun inhibitio oli 
vähäisempää, kun laktokokkisiirrosteen määrä oli pienempi. Seoshapatteissa, joissa on 
antagonistinen eli toisen kasvua estävä kanta, ei voida saavuttaa stabiilia koostumusta 
(Oberman ja Libudzisz, 1998). Riippuen muiden kantojen herkkyydestä, inhibiittoreita 
tuottavasta kannasta tulee ennemmin tai myöhemmin valtalaji. Tärkeimpänä kriteerinä 
tulisi hapatetta koostettaessa olla tasapainoinen koostumus.  
 
2.3 Viilihapatteiden faagit 
 
Bakteriofaagit eli faagit ovat viruksia, jotka infektoivat bakteereita (Jofre ja Muniesa, 
2000). Faagit koostuvat yhdestä nukleiinihappomolekyylistä, jota ympäröi proteiinikuori. 
Useilla faageilla on lisäksi häntä tai piikki. Nykyaikaisessa meijeriteollisuudessa faagi-
infektiot voivat aiheuttaa suuria taloudellisia tappioita (McGrath ym., 2004). Faagi-
infektioiden ehkäisyssä on pyritty huolellisen puhtaanapidon lisäksi valitsemaan 
hapatteisiin faagiresistenttejä bakteerikantoja.  
 
2.3.1 Laktokokkien faagit 
 
Laktokokkien faagit jaetaan 10 lajiin ja ne kuuluvat Caudovirales-luokkaan (Jarvis, 1995). 
Suurin osa faageista kuuluu Siphoviridae-heimoon, ja vain kaksi, ryhmät P034 ja KSY1 
(kuva 5), Podoviridae-heimoon (Josephsen ja Neve, 1998). KSY1:n morfologia on 
harvinainen ja lajia on eristetty ainoastaan suomalaisesta viilistä (Saxelin ym., 1976). 
Suurimman osan ongelmista meijereissä aiheuttavat Siphoviridae-heimoon kuuluvat 
ryhmät 936, c2 ja P335 (Labrie ja Moineau, 2000). Yleensä vallitsevia ovat ryhmän 936 
faagit (kuva 6), jonka jälkeen tulevat c2 ja P335. Näillä lajeilla on kaksoisjuosteinen DNA 
ja pitkä, joustamaton häntä. Faagin proteiinikuori eli kapsidi on ryhmän 936 ja P335 
faageilla isometrinen ja ryhmän c2 faagien kapsidi on prolaatti eli navoilta venynyt.  
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Kuva 5. KSY1-faagi elektronimikroskoopilla. (Chopin ym., 2007) Suurennos 1 : 500 000 
 
 
Kuva 6. Lactococcus cremoris -kannan faagi 936 elektronimikroskoopilla. (Jarvis ja Meyer, 1986) 
Suurennos 1 : 500 000.  
 
Ryhmät 936 ja c2 koostuvat vain virulenteista faageista, mutta P335 sisältää sekä 
virulentteja että temperaattifaageja (Labrie ja Moineau, 2000). Faagit, jotka infektoivat Lc. 
cremoris -lajia ovat spesifisempiä kuin Lc. lactiksen infektoivat faagit, jolloin Lc. cremoris 
soveltuu tältä osin monikantahapatteisiin paremmin kuin Lc. lactis (Gulstrom ym., 1979). 
Roginskin (2000) mukaan viilistä eristetyn Lc. lactis ssp. cremoriksen faagi hajotti 
joidenkin kantojen, kuten Lc. lactis ssp. lactiksen solukapselia. Kapselit katosivat pian 
infektion jälkeen ja kypsyviä faageja havaittiin solun sisällä noin 2 tuntia infektion jälkeen.   
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2.3.2 Leukonostokkien faagit  
 
Meijeriteknologiassa käytetyistä leukonostokeista on analysoitu vain muutamia faageja. 
Josephsenin ja Neven (1998) mukaan tähän voi olla syynä se, että hitaasti kasvavat 
leukonostokit ovat usein vähemmistönä seoskantahapatteissa. Saxelinin ym. (1986) 
mukaan leukonostokkien faagit ovat lyyttisiä ja niillä on isometrinen pää. Davey ym. 
(1995) eristivät neljä virulenttia Leuconostoc-lajin faagia, jotka muistuttivat 
morfologialtaan laktokokkien faageja.  
 
2.3.3 Faagin ja isännän välinen vuorovaikutus 
 
Tiettyjen laktokokkikantojen herkkyys faagien infektoimiseen perustuu jossain määrin 
plasmideihin sidottuihin vastustustekijöihin ja näin ollen herkkyys voi vaihdella paljon 
(Hassan ja Frank, 2001). Lc. lactis ssp. cremoriksen bakteriofaagien isäntäspesifisyys on 
rajatumpi kuin Lc. lactis ssp. lactiksen (Jarvis, 1989). Jotkut faagit voivat infektoida sekä 
alalajin cremoris että lactis. Faagien lisääntyminen tapahtuu joko lyyttisessä tai 
lysogeenisessä syklissä (McGrath ym., 2004). Lyyttisessä syklissä virulentit faagit 
infektoivat ja hajottavat solun. Lysogeenisessä syklissä faagit voivat siirtää genominsa 
isännän kromosomiin. Temperaattifaagit kykenevät infektoimaan solun sekä lyyttisessä 
että lysogeenisessä syklissä.  
 
Lyyttisessä syklissä faagin häntä kiinnittyy bakteerisolun reseptoreihin ja faagin DNA 
ruiskutetaan isäntäsoluun hännän kautta (Cogan, 2000). Solun normaali aineenvaihdunta 
loppuu, ja se alkaa tuottaa faagin DNA:ta ja sen jälkeen faagiproteiineja. Kun faagin DNA 
alkaa koodata lyyttistä entsyymiä eli lysiiniä, solu hajoaa ja vapauttaa faagit (Hassan ja 
Frank, 2001). Vapautunut lysiini voi hajottaa myös infektoitumattomia soluja.   
 
Lysogeenisessä syklissä faagin DNA yhdistyy isäntäsolun kromosomiin profaagina 
(Josephsen ja Neve, 1998). Solu alkaa monistaa faagin DNA:ta, mutta isäntäsolun 
aineenvaihdunta ei vahingoitu (Hassan ja Frank, 2001). Tällöin solu on immuuni 
infektoiville ja muille lähisukuisille faageille. Virulenttifaagien tuotto voi alkaa 
spontaanisti. Pseudolysogeenisyys eli faageja kantava muoto ilmenee, kun bakteeri kantaa 
lyyttisiä faageja tuottaen samaan aikaan aktiivisia soluja. Bakteeriviljelmä pysyy 
aktiivisena, sillä vain osa kokonaispopulaatiosta on faageille herkkä ja suurin osa pystyy 
kasvamaan nopeasti tuottaen happoa. Tällöin tuotteen hapantuminen edistyy normaalisti.  
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2.3.4 Faagilähteet 
 
Maderan ym. (2004) mukaan todennäköisesti tärkein faagikontaminaation lähde 
meijereissä on maito. Meijeriympäristöjen faagipopulaatioihin vaikuttavat 
kontaminoituneen maidon lisäksi faagien herkkyys pastöroinnille sekä hapatteiden 
herkkyys faagi-infektioille. Madera ym. olettavat, että kontaminoituneen maidon jatkuva 
käyttö ja pastörointi saavat aikaan tehtaan ympäristöön paljon erilaisia 936-ryhmän 
faageja. Mikäli hapate on vastustuskyvytön jollekin näistä faageista, faagi alkaa levitä. 
Hapate voi myös itsessään sisältää faageja. Jos faagi on liittynyt isäntäsolun DNA:han 
profaagina, se voi sopivissa ympäristöolosuhteissa liittyä lyyttiseen sykliin ja alkaa tuottaa 
faagiproteiineja (McGrath ym., 2004). 
 
Faagit voivat myös olla peräisin ympäristöstä, jolloin ne voivat kulkeutua maitoon 
välineiden ja henkilökunnan välityksellä (Hassan ja Frank, 2001). Faagien lisääntymistä 
voidaan hallita tehokkaan puhtaanapidon avulla. Faagit voivat kulkeutua myös ilmassa, 
minkä vuoksi ilman tulee olla HEPA-suodatettua ja valmistustilojen ylipaineistettuja. 
Hapatteen valmistusvaiheissa käytettävän ilman tulee olla steriiliä ja järjestelmien tulee 
olla suljettuja.  
 
2.4 Faagi-infektion esto 
 
Faagi-infektiot voivat aiheuttaa paljon ongelmia hapatteita hyödyntävässä 
meijeriteollisuudessa (Josephsen ja Neve, 1998). Taloudelliset tappiot voivat olla suuria, 
minkä vuoksi faagi-infektion ehkäisy on tärkeää hapatteita käsiteltäessä. Faagien ja 
isännän välisten vuorovaikutusten ymmärtämiseen käytetään paljon resursseja ympäri 
maailmaa.  
 
2.4.1 Faagiresistenssimekanismit solussa 
 
Bakteereilla on erilaisia mekanismeja vastustaa faagi-infektiota (Walstra ym., 2006). 
Faagin adsorption inhiboinnissa tarttumiskohta peitetään esimerkiksi polymeereillä, jolloin 
faagi ei kykene tarttumaan bakteerin pintaan. Poistavia infektiomekanismeja (abortive 
infection mechanisms; Abi) on useita, jotka perustuvat yleensä faagin DNA:n replikaation 
tai rakenteellisen proteiinin synteesin estämiseen (Josephsen ja Neve, 2004). Abi-
mekanismeissa faagi pääsee solun sisään, muttei vapaudu ympäristöön. Joillakin 
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laktokokkikannoilla sama tai useampi plasmidi koodaa useampia Abi-mekanismeja. 
DNA:n restriktio- ja modifikaatiojärjestelmässä (R/M) on kaksi entsyymiä, joista 
restriktioentsyymi hydrolysoi faagi-DNA:n ja modifikaatioentsyymi muuttaa isännän 
DNA:ta niin, että siitä tulee immuuni restriktioentsyymille (Fox ym., 2000). DNA:n 
injektion inhiboinnissa faagi adsorboituu solun pintaan, mutta DNA pysyy faagin päässä, 
eikä siirry soluun (Hassan ja Frank, 2001).  
 
2.4.2 Faageja inhiboiva alusta 
 
Faagien lisääntymistä hapatteen valmistuksen aikana voidaan hallita käyttämällä faageja 
inhiboivaa alustaa (Hassan ja Frank, 2001). Alustassa on kalsiumioneja sitovia fosfaatti- ja 
sitraattisuoloja estäen näin faagien tarttumista solun pintaan. Kaikki faagit eivät kuitenkaan 
inhiboidu ilman kalsiumia. Gulstrom ym. (1979) tutkivat seitsemää kaupallista 
laktokokkien kasvualustaa. Neljä tehokkaimmin faageja inhiboivaa alustaa sisälsivät 
sitraattipuskuria, kun taas kolmesta tehottomimmasta sitraattipuskuri puuttui. Tehokkain 
kasvualusta sisälsi myös hydrolysoituja viljapartikkeleita edistämään laktokokkien kasvua.  
 
2.4.3 Hapatteiden vuorottelu 
 
Hapatteiden vuorottelulla lyhennetään tietyn kannan yhtäjaksoista käyttöä (Hassan ja 
Frank, 2001). Eri kannat voivat infektoitua eri faageille, jolloin seuraava kanta ei 
välttämättä infektoidu faagilla, joka on infektoinut edellisen kannan. Hapatteita voidaan 
vuorotella esimerkiksi päivittäin tai jokaisen erän jälkeen. Lawrence ym. (1978) esittivät, 
että kaupallisten viljelmien määrän kasvattaminen vuorottelussa ei tarjoa parempaa suojaa 
faageja vastaan, sillä kaupalliset faagiresistentit seoshapatteet sisältävät todennäköisesti 
faageja. Sing ym. (1993) tutkivat faagiresistenttejä Lc. lactis ssp. lactis -alalajin klooneja ja 
niiden erilaisia faagien torjuntajärjestelmiä. Tarkoituksena oli luoda uusi tapa vuorotella 
kantoja suojaamaan yksikantahapatteita faageilta. Vuorottelemalla kantoja, jotka sisälsivät 
eriasteisia R/M- tai Abi-järjestelmiä koodaavia plasmideja, faagien lisääntyminen estyi.  
 
2.4.4 Faagiresistenttien hapatekantojen tutkimus  
 
Faagiresistenttejä hapatteita voidaan valmistaa monella eri tavalla. Hassanin ja Frankin 
(2001) mukaan faagiresistentit kannat voidaan eristää seosviljelmistä, jotka säilyttävät 
aktiivisuutensa, vaikka niissä on todettu olevan faageja. Lawrence ym. (1978) vaihtoivat 
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faagi-infektion ilmestyessä jokaisen infektoituneen kannan tilalle toisen kannan, jota faagi 
ei kyennyt infektoimaan. Madera ym. (2003) tutkivat maatiloilla valmistetuista juustoista 
eristettyjen Lc. lactis -kantojen faagiresistenssiä. Sadasta isolaatista 33 oli resistenttejä 
34:lle c2- tai 936-ryhmään kuuluneelle faagille. Kannoista kuitenkin vain yksi, Lc. lactis 
IPLA542, hapatti maitoa normaalisti sekä ilman faagia että faagin läsnäollessa.  
 
Faagiresistenttejä mutantteja voidaan etsiä altistamalla viljelmä faagi-infektiolle. Thunell 
ym. (1981) muokkasivat juustohapatetta valitsemalla kuusi Lc. cremoris -kantaa, jotka 
eivät olleet faageille herkkiä, ja käyttivät tätä seosta hapatteena, kunnes viljelmä 
kontaminoitui faagilla. Kontaminoitunut kanta poistettiin ja juuston valmistusta jatkettiin 
viidellä kannalla. Infektoituneesta kannasta eristettiin faagille vastustuskykyinen mutantti, 
joka lisättiin juustohapatteeseen. Menetelmällä luotiin hapate, johon ei tutkimuksen aikana 
(500 vrk) tullut faagi-infektiota. Viscardi ym. (2003) eristivät Streptococcus thermophilus -
kannasta faagiresistenttejä mutantteja käyttämällä antifaagi-vasta-aineita tai Hoechst 33258 
-leimattuja faageja. Kahdeksasta mutantista kahden kannan haponmuodostuskyky oli 
laskenut. 
 
Mills ym. (2007) kehittivät menetelmän faageja kestävien mutanttien (bacteriophage 
insensitive mutants = BIM) muodostamiseen. Menetelmässä Streptococcus thermophilus -
viljelmä infektoitiin tehdasfaagilla ja viljeltiin kiinteässä alustassa. 24–48 tunnin 
inkuboinnin kuluttua ilmestyneet faagiresistentit pesäkkeet poistettiin ja niitä inkuboitiin 
yön yli 10 % rasvattomassa maitojauhemaidossa. Hyytynyttä maitonäytettä inkuboitiin 
edelleen 20–25 kertaa faagin läsnäollessa. Viimeisessä inkuboinnissa hyytynyttä maitoa 
vedettiin kiinteälle agarille ja yksittäiset BIM-pesäkkeet eristettiin ja tunnistettiin. Saadut 
BIM:t voitiin muuttaa resistenteiksi eri faageille toistamalla menetelmä.  
 
Kantoja, jotka ovat resistenttejä yhdelle tai useammalle faagille, voidaan käyttää 
konjugaatiossa, jossa resistenssiominaisuus siirretään faagiherkille kannoille. Sing ym. 
(1993) valmistivat faagiresistenttejä Lc. lactis ssp. lactis -alalajin klooneja konjugoimalla 
erilaisia faagien torjuntajärjestelmiä koodaavia plasmideja. Vuorottelemalla kantoja, jotka 
sisälsivät eriasteisia R/M- tai Abi-järjestelmiä koodaavia plasmideja, faagien lisääntyminen 
estyi. Pillidge ym. (2000) tutkivat neljän eri faagiresistenssiä koodaavan plasmidin 
vaikutusta faagi-infektion ehkäisyyn konjugoimalla plasmidit viiteen Lc. lactis ssp. 
cremoris -kantaan. Kullakin kannalla faagiresistenssi vaihteli, mutta sekä kasvu- että 
haponmuodostusnopeus laskivat verrattuna alkuperäiseen kantaan.  
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Eksopolysakkaridien (EPS) tuotto laktokokeilla voi vaikuttaa faagiherkkyyteen. Moineaun 
ym. (1996) tutkimuksessa tutkittiin 27 eri laktokokkifaagia, joista yksikään ei kyennyt 
infektoimaan kahta eksopolysakkarideja tuottavaa laktokokkikantaa. Sen sijaan Deveaun 
ym. (2002) mukaan eksopolysakkarideja tuottavat Lc. lactis -kannat ovat herkkiä 
virulenteille faageille. EPS:n tuotto kasvattaa alustan viskositeettia ja molekyylien 
kerääntyminen saattaa vaikuttaa faagi-infektion leviämiseen. EPS saattaisi suojata kantaa 
ympäröimällä solun, mutta suoja voi olla rajallinen, sillä laktokokkien EPS on sitoutunut 
löyhästi solun ympärille. Deveaun ym. tutkimuksessa EPS:n sokerikoostumuksella ei ollut 
vaikutusta faagiherkkyyteen. 
 
Faagiherkkyyteen voidaan vaikuttaa myös mekaanisesti. Hicks ym. (2004) kehittivät 
faageille peptidiesteen, joka inhiboi faagin liittymistä ja lisääntymistä. Peptidit 
valmistettiin c2-faagien rakenneproteiineista. Kun viljelmään lisättiin c2-faageja, 
bakteerikannan kasvu oli nopeampaa peptidejä sisältävässä viljelmässä kuin ilman 
peptidejä kasvatetussa viljelmässä. Viljelyalusta, joka sisälsi faagipeptidejä, inhiboi vain 
hieman Lc. lactis ssp. lactis C2:n kasvua. 
 
Faagiresistenttejä kantoja tutkittaessa on kehitetty myös geneettisesti modifioituja (GM) 
kantoja. GM-tekniikan avulla voidaan parantaa maitohappobakteereiden ominaisuuksia 
nopeasti (Hagi ym., 2009). GM-kantojen kaupallinen käyttöönotto on kuitenkin 
harvinaista, sillä niiden vaikutuksista ympäristöön ja ihmisten terveyteen ei ole tietoa.  
 
2.5 Viilin arviointimenetelmät 
 
2.5.1 Aistinvarainen arviointi 
 
Aistinvaraisen arvioinnin avulla elintarvikkeita pyritään arvioimaan täsmällisesti ja 
minimoimaan samalla kuluttajan mieltymykset tuotteen brändiin tai muuhun tuotteen 
informaatioon (Lawless ja Heymann, 1998). Aistinvaraisia testejä käytetään tuottamaan 
tietoa elintarvikkeista ja niiden ominaisuuksista, sekä tutkittaessa elintarvikkeiden 
hyväksyttävyyttä, kuten miellyttävyyttä ja kiinnostavuutta (Tuorila ym., 2008). Testien 
suurimpana erona on, että elintarvikkeiden laatuominaisuuksia arvioi koulutettu raati ja 
mieltymysarviointeja kouluttamaton raati.  
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Erotustestit. Kun halutaan tietää, onko näytteiden välillä eroa, voidaan käyttää erotustestejä 
(Tuorila ym., 2008). Erotustesteillä voidaan havaita hyvin pieniä näytteiden välisiä eroja. 
Erotustestit ovat Frijtersin (1984) mukaan suosittuja, sillä ne ovat helppoja ja nopeita 
toteuttaa. Kolmitestiä käytetään erityisesti tutkittaessa, onko tuotteeseen tehty muutos 
aistinvaraisesti havaittavissa (Tuorila ym., 2008). Kolmitestissä arvioijalle annetaan kolme 
näytettä, joista kaksi on samaa ja yksi näyte erilainen (Lawless ja Heymann, 1998). 
Arvioija arvioi, mikä näytteistä on poikkeava. Testissä arvausmahdollisuus on 1/3. Testissä 
ei tule ilmi, kykeneekö arvioija tunnistamaan näytteen vai arvaako hän poikkeavan 
näytteen.  
 
Tilastollinen merkitsevyys voidaan lukea kolmitestin tilastotaulukosta, josta luetaan 
poikkeavan näytteen löytäneiden arvioijien lukumäärä (Tuorila ym., 2008). Riskitaso on 
yleensä joko 0,05 (5 % riski) tai 0,01 (1 % riski). Mikäli poikkeavan näytteen on 
tunnistanut enintään 1/3 arvioijista, voidaan tulkita että näyte on arvattu sattumalta, eikä 
näytteiden välillä ole eroa.  
 
Kuvailevat analyysit. Kuvailevan analyysin avulla saadaan täydellinen kuvaus tuotteen 
ominaisuuksista (Lawless ja Heymann, 1998). Menetelmän avulla saadaan tarkka kuva 
siitä, minkä ominaisuuden suhteen vertailutuote eroaa alkuperäisestä. Kuvailevaa analyysiä 
käytetään usein tuotekehityksessä, kun halutaan mitata kuinka lähellä tavoitetta uusi tuote 
on. Laadunvarmistuksessa kuvailevia analyysejä käytetään määritettäessä tuotteessa olevaa 
virhettä tai ongelmaa. Kuvailevaa analyysiä ei käytetä kuluttajatesteissä, vaan raati tulee 
kouluttaa kyseistä tuotetta varten, jotta tulokset ovat yhdenmukaisia ja toistettavia.  
 
Kun halutaan tarkastella tuotteen kaikkia aistittavia ominaisuuksia eli ulkonäköä, makua, 
hajua ja rakennetta, voidaan käyttää yleistä kuvailevaa menetelmää (Tuorila ym., 2008). 
Menetelmässä raadin avulla kuvaillaan näytteiden ominaisuuksia laatusanoilla, joista 
valitaan ja nimetään tuotteen tärkeimmät ominaisuudet sekä kuvataan valittujen sanojen 
merkitys. Asteikolle valittavat sanat valitaan niin, että ominaisuuden voimakkuus kasvaa 
vasemmalta oikealle. Varsinaisessa arviointitilaisuudessa arvioijat toimivat itsenäisesti 
arvioiden kerralla 3–6  näytettä. Testi tulee toistaa vähintään kerran. Arviointi tapahtuu 
arvioimalla tuotetta yksi ominaisuus kerrallaan ja ulkonäkö ja haju arvioidaan ennen 
makua.  
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Tilastollista analyysiä tarvitaan tutkittaessa arvioijien suoritusta (Powers, 1984). 
Varianssianalyysiä eli ANOVAa käytetään tutkittaessa poikkeavatko ominaisuuksien 
keskiarvot tuotteiden välillä merkitsevästi toisistaan. Mikäli eroja todetaan olevan, voidaan 
esimerkiksi Duncanin tai Tukeyn testillä tutkia, mikä tuotteista eroaa muista. Tuotteiden 
välisiä eroja voidaan kuvata tähtikuvion avulla. Ominaisuuden keskiarvot kullekin 
tuotteelle piirretään diagrammiin, jossa etäisyys keskustasta kuvaa ominaisuuden 
voimakkuutta. Pisteet yhdistetään viivalla ja kullekin tuotteelle muodostuu tähtikuvio.  
 
2.5.2 Rakennemittaukset 
 
Rakenteella on suuri merkitys elintarvikkeiden arvioinnissa (Rosenthal, 1999). Rakenteen 
avulla määritetään elintarvikkeen laatu, ja sen perusteella arvioidaan, voiko tuotetta nauttia 
vai ei. Elintarvikkeen rakenteen havaitsemisessa käytetään sekä kuulo-, näkö- että 
tuntoaistia (Tuorila ym., 2008). Näköaistin avulla saadaan ensimmäiset havainnot 
rakenteesta, kuuloaistin avulla saadaan tietoa esimerkiksi tuotteen rapeudesta. Tuntoaisti 
on rakennetta arvioitaessa kuitenkin tärkein.  
 
Mekaanisten rakennemittausten tarkoituksena on yleensä korvata arviointiraati esimerkiksi 
kustannusten tai tehokkuuden takia (Lawless ja Heymann, 1998). Mittalaitteet muuttavat 
fysikaaliset mittaustulokset visuaalisiksi tai sähköisiksi tulosteiksi, ja tieto voidaan syöttää 
tiedon käsittelyyn. Mitattavan näytteen reologisiin ominaisuuksiin vaikuttaa lämpötila, 
minkä vuoksi näytteiden lämpötila tulee olla mitattaessa vakio. Kuitenkaan nautittaessa 
elintarvikkeen lämpötila ei useinkaan ole sama kuin tarjoiltaessa, jolloin tuotteen lämpötila 
muuttuu. Tämä saa aikaan muutoksia myös fysikaalisissa ominaisuuksissa.  
 
Yksi yleisimmistä mittalaitteista on penetrometri, jossa mitta-anturi ajetaan näytteen sisään 
ja mitta-anturin syvyys tai käytettävä voima mitataan (Dobraszczyk ja Vincent, 1999). 
Menetelmä on nopea, halpa, helppokäyttöinen ja laitteisto on helposti siirreltävä. Lisäksi 
menetelmän käyttö vaatii vain vähän koulutusta. Rakennemittareilla mitataan usein 
näytteen kiinteyttä (Smewing, 1999). Tällaisia penetrometrejä on useita, kuten Boucher 
Electronic Jelly Tester (BEJT), Bloom Gelometer, Instron, Stevens LFRA ja TA.XT2 
Texture Analyser. Näytteen koossapysyvyyttä voidaan mitata jakamalla anturin 
nostamiseen käytetty kokonaistyö anturin uppoamiseen käytetyllä kokonaistyöllä. Hyvin 
koossapysyvien näytteiden suutuntuma koetaan paksuna.  
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3 KOKEELLINEN TUTKIMUS 
 
3.1 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Työn tavoitteena oli valmistaa sekä tuotanto- että varahapatteet koostamalla ne 
yksittäiskannoista ja yhdistämällä haluttu pitoisuus kutakin kantaa vasta bakteerikantojen 
viljelyn jälkeen. Lisäksi työssä oli tarkoitus valmistaa varahapate viilille etsimällä 
hapatekantoja, jotka eivät ole samoille faageille herkkiä kuin nykyiset tuotantohapatteet.  
 
Työ jakaantuu kahteen vaiheeseen. Ensimmäisessä vaiheessa tuotantokannat kasvatettiin 
yksittäiskantoina ja todennäköinen populaatioseos etsittiin valmistamalla erilaisia 
hapatekoosteita, joissa kantojen suhdetta toisiinsa muutettiin. Näistä valmistettiin 
koeviilejä, jotka arvioitiin aistinvaraisesti. Viilit valmistettiin ilman hometta, jotta 
mahdolliset homeen aiheuttamat vaihtelut voitiin eliminoida. Tuloksia tutkittiin 
tilastollisesti ja kolmella potentiaalisimmalla hapatekoosteella valmistettiin uusi koesarja, 
joka arvioitiin aistinvaraisen raadin avulla. Kolmitestissä yritettiin tunnistaa sarjan 
poikkeava viili. Kokeen onnistumista tutkittiin tilastollisesti ja katsottiin poikkeavatko 
näytteet ja verrokki tilastollisesti merkitsevästi toisistaan. 
 
Työn toisessa vaiheessa tutkittiin Valion kantakokoelman uusia kantoja ja niiden 
potentiaalia varahapatteeksi. Varahapatteella on useita vaatimuksia. Valitut kannat eivät 
saa olla samoille faageille herkkiä kuin tuotantokannat. Valitut kannat tulee myös kyetä 
erottamaan toisistaan geneettisesti, jotta mahdollisen faagi-infektion iskiessä pystyttäisiin 
määrittelemään, mikä kannoista on infektoitunut. Valittujen kantojen kasvunopeuden tulee 
myös olla riittävä, jotta niiden viljely on tuotantomittakaavassa mahdollista. Lisäksi 
kantojen haponmuodostuskyky ja viskositeetti tulee olla samaa luokkaa tuotantokantojen 
kanssa, jotta hapatteilla valmistettavan viilin aistinvaraiset ominaisuudet olisivat 
samankaltaisia kuin nykyisillä tuotantokannoilla valmistettaessa.  
 
Uudet kannat kasvatettiin ensimmäisen vaiheen tavoin yksittäiskantoina ja niistä koottiin 
sarja kantakoosteita, joilla viilinäytteet valmistettiin. Viilit arvioitiin aistinvaraisesti, 
tulokset analysoitiin tilastollisesti ja tulosten perusteella valmistettiin kolme 
kantakoostetta, jotka muistuttaisivat aistinvaraisten arviointien perusteella eniten 
tuotantohapatteella valmistettua viiliä. Koostettujen hapatteiden onnistumista tutkittiin 
vertaamalla verrokkiviilin ja näytteiden ominaisuuksia toisiinsa ja tutkimalla, onko 
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ominaisuuksien voimakkuuksilla tilastollista eroa. Koostettujen hapatteiden faagikestävyys 
testattiin infektoimalla viilit kahdella faageja sisältävällä heranäytteellä ja vertaamalla 
näiden hapantumista viileihin, joihin ei faageja lisätty, sekä tuotantohapatteella 
valmistettuun viiliin.  
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4 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
4.1 Hapatekantojen viljely 
 
Jokainen bakteerikanta – 12 haponmuodostajaa (11 Lc. lactis ssp. cremoris ja yksi Lc. 
lactis ssp. lactis) ja kaksi arominmuodostajaa (Leuc. mesenteroides ssp. cremoris) – 
kasvatettiin yksittäin (taulukko 1). Kannat oli pakastettu –75 °C:ssa joko KCA-liemeen 
(liite 1) tai GM17-liemeen (liite 2), jossa suoja-aineena oli 13 % glyserolia. Pakastetut 
haponmuodostajakannat kasvatettiin ensin huoneenlämmössä yön yli. Haponmuodostajien 
ensimmäisestä KCA/GM17 -viljelystä siirrostettiin seuraavat viljelmät steriloituun 
raakamaitoon. Siirrostus toistettiin muutamia kertoja. Arominmuodostajien ensimmäinen 
siirroste kasvatettiin KCA-liemessä ja siirrostus toistettiin muutamia kertoja. Viimeinen 
KCA-siirroste inkuboitiin samassa lämpötilassa ja –ajassa sitraattipohjaisessa alustassa 
(liite 3). 
 
Taulukko 1. Kantojen viljelyssä käytetyt kasvualustat. 
Tunnus Bakteerilaji Pakastusliemi I ymppi Fermentoriymppi 
Tuotantokannat  
a1  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
a2  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
a3  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
a4  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
ar1 Leuc. mesenteroides ssp. cremoris KCA KCA sitraattipohjainen maitoalusta 
v1  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
v2  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
v3  Lc. lactis ssp. cremoris KCA KCA 10 % maitojauhemaito 
ar2  Leuc. mesenteroides ssp. cremoris KCA KCA sitraattipohjainen maitoalusta 
Varahapatekannat  
h1  Lc. lactis ssp. cremoris GM17 KCA sitraattipohjainen maitoalusta 
h2   Lc. lactis ssp. lactis GM17 KCA sitraattipohjainen maitoalusta 
h3  Lc. lactis ssp. cremoris GM17 GM17 10 % maitojauhemaito 
h4  Lc. lactis ssp. cremoris GM17 GM17 10 % maitojauhemaito 
h5  Lc. lactis ssp. cremoris GM17 GM17 10 % maitojauhemaito 
 
Viimeinen viljelmä siirrostettiin aseptisesti steriloituun viljelyalustaan (alusta 1: liite 4).  
Viljely tapahtui 1 litran fermentorissa (Biostat® Q, B. Braun Biotech, Saksa), jossa oli 
pH:n ja lämpötilan säätö, magneettisekoitus sekä sameuden mittaus (TruCell2 Cell Density 
Sensor Transmitter, Finesse Solutions LCC, USA). pH säädettiin 10 % ammoniakin ja 80 
% maitohapon avulla ja lämpötilan säätö tapahtui fermentorin vaippaan syötettävän veden 
avulla. Sekoitus tapahtui fermentorin pohjalla olevalla magneetilla. Lämpötila pidettiin 
vakiona ja sekoitusnopeutta muutettiin, mikäli ammoniakin sekoittuminen alustaan alkoi 
heiketä. Mittausparametrit tallentuivat fermentoreiden ohjausjärjestelmään (MFCS/win 
3.0, Sartorius BBI Systems, Saksa). Bakteerikannan kasvua valvottiin seuraamalla 
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ammoniakin kulutusta ja sameuden nousua. Kannan viljely pysäytettiin, kun sameusarvon 
nousu alkoi hidastua. Liitteessä 5 on bakteerikantojen viljelyparametrit. Viljelylämpötila 
on haponmuodostajilla 20–25 °C ja pH 6,4–6,5, arominmuodostajilla 25 °C ja pH 6,5.  
 
Bakteeriviljelmä poistettiin fermentorista aseptisesti steriloidun letkun avulla. Viljelmä 
konsentroitiin sentrifugoimalla fuugiputkessa. Muodostunut saostuma otettiin talteen, 
laimennettiin 40 ml:aan, lisättiin 10 % maitopohjaista suoja-ainetta ja lopuksi jaettiin 
muovisiin koeputkiin tai eppendorf-putkiin. Konsentraatit pakastettiin –75 ºC:ssa. 
Muodostuneesta supernatantista määritettiin kemiallinen koostumus. Viljelmästä ja 
konsentraatista määritettiin kannan pitoisuus (pmy/ml) KCA-agarilla ja mikrobiologinen 
puhtaus SF-agarilla (liite 6). Jäädytetyistä konsentraateista määritettiin pitoisuus 20 viikon 
ja varahapatekannoista 10 viikon pakastuksen jälkeen (liite 5).  
 
4.2 Varahapatekantojen faagikestävyyden testaus 
 
Tippatesteissä pipetoitiin 30 µl CaCl2 (1 M) ja 150 µl yön yli kasvanutta isäntää 
koeputkeen. Sula soft-agar kaadettiin koeputkeen ja seos kaadettiin vastaavalle GM17- tai 
MRS-maljalle (liite 7). Jokaista faagia tai heranäytettä pipetoitiin 5 µl sektoreihin jaetulle 
maljalle. Maljat inkuboitiin huoneenlämmössä yön yli, jonka jälkeen tulokset tulkittiin. 
Kannat jaettiin neljään ryhmään plakin sameuden perusteella. Mikäli plakkia ei 
muodostunut (-) tai muodostunut plakki oli hyvin himmeä (S), kanta tulkittiin faagille 
resistentiksi. Mikäli muodostunut täplä ei ollut täysin kirkas, kanta tulkittiin faagille 
osittain herkäksi (X). Kasvun eston ollessa selvä (kirkas plakki) kanta tulkittiin faagille 
herkäksi (+). Mikäli kanta oli yhdelläkin kasvualustalla herkkä (tulos joko X tai +), tulos 
tulkittiin positiivisena. Tulos tulkittiin negatiivisena, mikäli kanta oli jokaisella 
kasvualustalla joko S tai (-). 
  
4.3 Hapatteiden koesuunnitelmat 
 
Koesarjat suunniteltiin niin, että jokaista haponmuodostajakantaa lisättiin hapatteeseen 
pitoisuuden mukaan 1–98 %, jolloin kukin kanta oli joko valtalajina tai sen osuus oli 
vähintään 1 % hapatteesta (taulukot 3, 4, 5 ja 6). Lisäksi kutakin kantaa lisättiin yhtä paljon 
kolmessa tai neljässä hapatekoosteessa, jotka olivat toistoja. Haponmuodostajien pitoisuus 
yhteensä oli hapatteella V93 3·10
10
 pmy/ml ja hapatteella AR11 4·10
10
 pmy/ml. 
Arominmuodostajakannan pitoisuus pidettiin vakiona, V93:ssa 3·10
8
 pmy/ml ja hapatteella 
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AR11 1·10
8
 pmy/ml. Luvut vastaavat keskimääräistä tuotantohapatteiden hapon- ja 
arominmuodostajien pitoisuutta.  
 
Taulukossa 2 on esitetty tuotantohapatteen V93 koesarja. Hapatteessa on kolme 
haponmuodostajakantaa v1, v2 ja v3, jotka koostettiin yhdeksällä eri tavalla. Kolmessa 
kokeessa (kokeet 1, 4 ja 9) jokaista kantaa on lisätty saman verran, 33,3 %. Jokaiseen 
koesarjaan kuului verrokki, joka oli hapatteen V93 koesarjassa tuotantohapate V93 ja 
hapatteen AR11 koesarjassa tuotantohapate AR11. 
 
Taulukko 2. Hapatteen V93 koesarja. Kannan osuus on ilmoitettu %-osuuksina (pmy). 
V93 v1 v2 v3 
1 33,3 33,3 33,3 
2 17,2 17,2 65,6 
3 49,5 49,5 1,0 
4 33,3 33,3 33,3 
5 98,0 1,0 1,0 
6 49,5 1,0 49,5 
7 1,0 98,0 1,0 
8 17,2 65,6 17,0 
9 33,3 33,3 33,3 
10 1,0 49,5 49,5 
11 1,0 1,0 98,0 
12 65,6 1,7 17,0 
 
Taulukossa 3 on hapatteen AR11 kantojen koesarja. Hapatteessa AR11 on neljä 
haponmuodostajakantaa, jolloin koesarjan koko on 16 koetta. Koesarja sisältää neljä 
toistokoetta (kokeet 3, 5, 9 ja 15), joissa jokaista kantaa on lisätty yhtä paljon, 25 %. 
 
Taulukko 3. Hapatteen AR11 koesarja. Kannan (a1–a4) osuus on ilmoitettu %-osuuksina (pmy). 
AR11 a1 a2 a3 a4 
1 33,0 33,0 33,0 1,0 
2 1,0 1,0 97,0 1,0 
3 25,0 25,0 25,0 25,0 
4 13,0 13,0 61,0 13,0 
5 25,0 25,0 25,0 25,0 
6 61,0 13,0 13,0 13,0 
7 1,0 1,0 1,0 97,0 
8 1,0 33,0 33,0 33,0 
9 25,0 25,0 25,0 25,0 
10 33,0 33,0 1,0 33,0 
11 97,0 1,0 1,0 1,0 
12 33,0 1,0 33,0 33,0 
13 1,0 97,0 1,0 1,0 
14 13,0 13,0 13,0 61,0 
15 25,0 25,0 25,0 25,0 
16 13,0 61,0 13,0 13,0 
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Varahapatteeksi valittiin kolme eri koostetta: P335-hapate, jonka haponmuodostajakannat 
olivat ryhmän P335 faageille epäherkkiä; 936-hapate, jonka kannat olivat epäherkkiä 
ryhmän 936 faageille; ja Hera-hapate, joka koostettiin parhaista P335- ja 936-hapatteiden 
haponmuodostajakannoista (kannat h3 ja h4) sekä kolmannesta kannasta h5. 
Haponmuodostajien pitoisuus varahapatteissa oli 3·10
10
 pmy/ml ja 
arominmuodostajakannan pitoisuus 3·10
8
 pmy/ml. Varahapatekoosteiden P335, 936 ja 
Hera koesarjat ovat taulukoissa 4 ja 5. Varahapatteiden 936 ja P335 koesarjoissa 
verrokkina käytettiin sekä hapatetta AR11 että V93. Hera-hapatteeseen valittiin verrokiksi 
AR11, sillä sen käyttö on viilin valmistuksessa yleisempää. 
 
Taulukko 4. P335-hapatteen koesarja. Kannan osuus on ilmoitettu %-osuuksina (pmy). 
P335-hapate h4 h2 
1 66,0 34,0 
2 83,0 17,0 
3 34,0 66,0 
4 50,0 50,0 
5 1,0 99,0 
6 17,0 83,0 
7 50,0 50,0 
8 50,0 50,0 
9 99,0 1,0 
 
Taulukko 5. 936- ja Hera-hapatteen koesarjat. Kannan osuus on ilmoitettu %-osuuksina (pmy). 
936-hapate h1 h2 h3 
Hera-hapate h3 h4 h5 
1 98,0 1,0 1,0 
2 33,3 33,3 33,3 
3 33,3 33,3 33,3 
4 17,2 17,2 65,6 
5 49,5 1,0 49,5 
6 1,0 49,5 49,5 
7 1,0 98,0 1,0 
8 17,2 65,6 17,2 
9 49,5 49,5 1,0 
10 65,6 1,7,2 17,2 
11 33,3 33,3 33,3 
12 1,0 1,0 98,0 
 
Kahdeksan vuorokauden ikäisten viilien aistinvaraiset arviointitulokset käsiteltiin 
tilastollisesti (Modde 7.0, Umetrics AB, Sweden) laskemalla mallin puutteellisuus (lack of 
fit), mallin merkitsevyys p, selitysaste R
2
 ja ennustavuus Q
2
.  Tulosten perusteella valittiin 
sekä tuotantohapatekoosteille V93 ja AR11 että Hera-varahapatekoosteelle kolme 
potentiaalisinta hapatekoostetta. 
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4.4 Koeviilien valmistus 
 
Maidon rasvapitoisuus vakioitiin 1-prosenttiseksi ja rasvapitoisuus mitattiin Milkoscan
TM
-
laitteella (Foss Analytical A/S, Tanska). Maito pastöroitiin 95 ºC:ssa 240 s pastöörilla 
(Fischer, Sveitsi) ja jäähdytettiin noin 27 ºC:n lämpötilaan. Hapate (0,01 %) laimennettiin 
maitoon ja lisättiin viilimaitoon. Hapate sekoitettiin teräksisellä sekoittajalla noin 10 
sekunnin ajan, jonka jälkeen viilimaidon annettiin seistä koskemattomana noin puoli tuntia. 
Maito jaettiin muovikannulla 0,2 litran polystyreenipurkkeihin ja alumiinikansi 
kiinnitettiin kuumasaumaajalla (Rhyner, Sveitsi). Viilipurkit siirrettiin kypsytyshuoneeseen 
(lämpötila 25 °C), kunnes kaikki viilipurkit oli pakattu.  
 
Viileistä mitattiin pH ja lämpötila (UltraBasic pH Meter, Denver Instrument GmbH, 
Saksa) 15–18 tunnin kuluttua hapatteen lisäyksestä. Koeviileistä tehtiin rakennemittaukset 
(kiinteys, sakeus ja koossapysyvyys), mikrobiologinen puhtaus sekä hapon- ja 
arominmuodostajien pitoisuudet. Lisäksi viilit arvioitiin aistinvaraisesti. Viilien 
kypsymisaika laskettiin hapatteen lisäyksestä. 
 
4.5 Rakennemittaukset 
 
Rakennemittauksissa viileistä määritettiin kiinteys, sakeus ja koossapysyvyys. ABE25-
määrityksessä (TA.XT Plus Texture Analyser 30 kg, Stable Micro Systems, Englanti) 
halkaisijaltaan 25 mm levyinen mittapää (h = 35 mm) upotettiin näytteeseen 30 mm 
syvyyteen nopeudella 2 mm/s. Näytteen sakeutta kuvaa saadun voima etäisyyden funktiona  
-kuvaajan positiivinen pinta-ala (g x mm) välillä 0–28 mm. Tarvittu positiivinen 
maksimivoima (g) kuvaa näytteen kiinteyttä. Näytteen koossapysyvyyttä kuvaa 
negatiivinen maksimivoima (g).  
 
Sekä V93-viilien että AR11-viilien valmistus jaettiin kahdelle päivälle. V93-viilejä 1–10 
verrattiin V93-verrokkiin 1 ja viilejä 11–13 verrokkiin 2. AR11-viilejä 1–9 verrattiin 
puolestaan AR11-verrokkiin 1 ja viilejä 10–18 verrokkiin 2. Jokainen koesarja 
valmistettiin molemmilla hapatekoosteilla kolme kertaa. Rakennemittaukset toistettiin 
jokaiselle näytteelle 4–5 kertaa, verrokille 4–15 kertaa. Rakennemittaustuloksista piirrettiin 
kuvaajat ja viileistä tutkittiin, onko viilikoosteiden ja verrokin välillä tilastollisesti 
merkitsevää eroa merkitsevyystasolla 95 %. 
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4.6 Aistinvarainen arviointi 
 
4.6.1 Alustava arviointi 
 
Viilit arvioitiin aistinvaraisesti neljänä päivänä: 1, 8, 15 ja 20 vuorokauden kuluttua 
valmistuspäivästä. Viiliraatiin kuului 2–6 henkilöä. Sekä näyteviileistä että verrokista 
arvioitiin ulkonäkö, rakenne petrimaljalla, rakenne viilipurkissa ja maku. Ulkonäkö 
arvioitiin koskemattomasta, juuri avatusta viilistä, josta arvioitiin heran määrä ja pinnan 
tasaisuus. Rakenne petrimaljalla arvioitiin niin, että viiliä nostettiin yksi ruokalusikallinen 
petrimaljalle ja palasta arvioitiin kahden minuutin kuluttua viilin koossapysyvyyttä, heran 
määrää ja repeilyä. Rakenne viilipurkissa arvioitiin tutkimalla heran määrää, lusikan 
jättämän kolon pysyvyyttä ja viilin venyvyyttä sekoitettaessa. Mausta arvioitiin viilin 
happamuutta ja mahdollisia sivumakuja. Viilit arvioitiin asteikolla 1–5 joko puolikkaita tai 
kokonaislukuja käyttäen (5 = sama kuin verrokki; 1 = ei kelvollinen syötäväksi).  
 
4.6.2 Viilien arviointi koulutetulla raadilla 
 
Jatkoon valittavien hapatekoosteiden onnistumista arvioitiin lopuksi aistinvaraisesti Valio 
T&K:n aistinvaraisen arvioinnin laboratoriossa. Raadin koko oli kolmitestissä 10–11 
henkilöä ja profiilitestissä 8 henkilöä. Viilien arviointi tapahtui viilin arviointiin koulutetun 
raadin avulla. Viiliraati koostui Valio T&K:ssa työskentelevistä henkilöistä. 
 
4.6.3 Kolmitesti 
 
Kolmitestissä verrattiin kolmea tutkittavaa näytettä (B1, B2 ja B3) vertailunäytteeseen A. 
Tehtävänä oli tunnistaa poikkeava näyte. Jokainen arvioija arvioi kolme sarjaa. 
Vertailunäyte A oli nykyinen hapate, joko V93 tai AR11. Tarjottimelle asetettiin kolme 
viilipurkkia kolmeen riviin. Arvioija maistoi viilejä ruokalusikalla ja arvioi viilin 
ulkonäköä ja suutuntumaa. Arvioija merkitsi tietokoneelle näytesarjan vaihtoehdoista sen, 
jonka arveli poikkeavan sarjasta. Kahdeksan vuorokauden ikäiset viilit arvioitiin 
aistinvaraisesti kolme kertaa kolmitestiä käyttäen. Kolmitestin tuloksista laskettiin 
tilastollinen merkitsevyys Fizz-ohjelman (versio 2.45A, Biosystemes, Ranska) avulla. 
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4.6.4 Kuvaileva analyysi 
 
Kuvailevan analyysin avulla arvioitiin Hera-hapatteella valmistetut viilit A, B ja C sekä 
verrokki (AR11). Koulutettu raati arvioi viileistä ulkonäkö-, rakenne- ja 
makuominaisuuksia 100 millimetriä pitkälle janalle ja tulokset kirjattiin tietokoneelle. 
Arviointiohjeet oli kirjoitettu erilliselle paperille (liite 8). Testi tehtiin kaksi kertaa noin 
viikon välein. Viilit arvioitiin kaksi kertaa yhdeksän vuorokauden ikäisinä käyttäen testinä 
profiilitestiä. Tuloksista laskettiin tilastollinen merkitsevyys, ominaisuuksien 
voimakkuuksien väliset erot (PASW Statistics 18, Tukey’s test) sekä verrattiin 
ominaisuuksien voimakkuuksia tähtikuvion avulla. 
 
3.2.7 Faagihaastekoe 
 
Varahapatteeseen valittujen hapatekantojen todettiin kestävän tippatesteissä faaginäytteitä 
hera 1 ja hera 2. Tämä haluttiin vielä testata lisäämällä viiliin pakkauksen jälkeen 
kumpaakin faaginäytettä. Viilit valmistettiin Viikin koemeijerissä samoin kuin muut viilit, 
jonka jälkeen ne kuljetettiin Valion T&K:een. Viileistä tehtiin koesarja, jossa viiliin 
lisättiin faaginäytettä hera 1 (1-näyte), hera 2 (2-näyte) tai ei lainkaan faaginäytettä (0-
näyte). Kaikista viileistä mitattiin pH 22 tunnin ajan kahden tunnin välein faagin lisäyksen 
jälkeen. pH:n laskua faageja sisältävissä viileissä verrattiin viiliin, johon ei lisätty faagia. 
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5 TULOKSET 
 
5.1 Tuotantohapatteen AR11 valmistus 
 
5.1.1 Hapatekantojen viljely 
 
Sameus vaihteli AR11-kannoilla välillä 7,38–8,77 mA (liite 5). Viljelyaika oli 
arominmuodostajalla ar1 selvästi haponmuodostajia lyhyempi, vain 15,1 h. Emäksen 
kulutus oli haponmuodostajilla kannasta riippuen 33–54 ml, arominmuodostajalla 
alhaisempi, 27 ml.  
 
Liitteessä 5 on bakteeriviljelmien konsentrointikertoimet ja pitoisuudet viljelmästä ja 
konsentraatista sekä pakastetun konsentraatin säilyvyys 1 viikon ja 20 viikon pakastuksen 
jälkeen. Viljelmistä a1 ja a2:n b-viljelmästä ei säilyvyystulokset puuttuvat, sillä jäädykettä 
ei viilin valmistuksen jälkeen riittänyt säilyvyysmittauksiin. Kuvassa 7 on esitetty kantojen 
konsentrointikertoimet. Alhainen konsentrointikerroin (<7) on AR11-hapatteen kannoilla 
a3 ja a1-kannan b-viljelmässä. Tutkittaessa kantojen konsentrointikertoimen vaikutusta 
säilymiseen todettiin, että pitoisuuden lasku ei korreloinut konsentroitumisen kanssa (R
2
 = 
0,022 kun kaikki kannat huomioitu).  
 
 
 
Kuva 7. Bakteerikantojen konsentrointikertoimet. * a: kannan ensimmäinen viljelmä, b: kannan toinen 
viljelmä.  
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Kuvaan 8 on laskettu pitoisuuden lasku/viikko pakastuksen aikana. AR11-kannoista 
parhaiten säilyi kannan a2 a-viljelmä, jonka pitoisuus ei laskenut 20 viikon pakastuksen 
aikana lainkaan. Kannat a3 a4 kestivät pakastusta selvästi huonommin, sillä niiden 
pitoisuus laski 0,045–0,047 logaritmia viikossa.  
 
 
 
Kuva 8. AR11-hapatekantojen pitoisuuden keskimääräinen lasku/viikko. * a: kannan ensimmäinen viljelmä.  
 
Hapon- ja arominmuodostajien alustan ja supernatantin sisältämät komponentit ovat 
liitteessä 9. Sitruunahappopitoisuus vaihteli kannoilla 100–130 mg/100 g. 
Kokonaistyppipitoisuus oli noussut jokaisella kannalla, mikä todennäköisesti johtuu 
ammoniakin lisäyksestä pH:ta säädettäessä. Määritettäessä maitohappoa yhdelläkään 
tuotantokannalla ei havaittu D-maitohappoa, eli muodostunut maitohappo oli pääasiassa L-
maitohappoa. Tuotantokannoilla maitohapon muodostus vaihteli välillä 2630–3710 mg/100 
g. Heikoin maitohapon tuottaja oli kanta a1. Etikkahapon tuotto vaihteli 
haponmuodostajakannoilla välillä 5–16 mg/100 g. 
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Taulukossa 6 on esitetty laktoosin, glukoosin ja galaktoosin pitoisuudet lähtötilanteessa 
(alusta 1) sekä kunkin kannan viljelyn aikana kulutetut ja tuotetut pitoisuudet. Sokerien 
kulutuksen perusteella hapatekantojen a3 ja a4 viljelmä näyttää edenneen pisimmälle, sillä 
laktoosi oli kulutettu loppuun. Kannalla a1 oli glukoosia muodostunut molemmissa 
viljelmissä. Hapatekannan a2 a-viljelmässä glukoosia oli muodostunut, mutta b-viljelmässä 
ei. B-viljelmässä laktoosin kulutus ei edennyt loppuun. Galaktoosia oli muodostunut 
kaikilla tuotantokannoilla. 
 
Taulukko 6. Viljelyn aikana kulutetut/ tuotetut sokerit. Taulukkoon on laskettu erotukset vähentämällä  
hapatekannan supernatantin sokeripitoisuudesta alustan sokeripitoisuus lähtötilanteessa. (-)-arvo: kulutettu 
sokeripitoisuus, (+)-arvo: tuotettu sokeripitoisuus. 
  
laktoosi  
 (mg/100 g) 
glukoosi  
(mg/100 g) 
galaktoosi  
(mg/100 g) 
Alusta 1 3350 <50* 70 
a1 a** -3130 +890 +100 
a1 b** -2700 +700 +70 
a2 a** -3350 +950 +100 
a2 b** -3050 0 +90 
a3 -3350 0 +70 
a4 -3350 0 +70 
*herkkyysraja 50 mg/100 g. 
** a: kannan ensimmäinen viljelmä, b: kannan toinen viljelmä.  
 
Arominmuodostajilla sitruunahappo oli kulutettu lähes loppuun (liite 9). 
Kokonaistyppipitoisuus oli haponmuodostajien tavoin lähtötilannetta korkeampi. Laktoosia 
oli arominmuodostajilla jäljellä selvästi enemmän kuin haponmuodostajilla. Etikkahapon 
tuotto arominmuodostajilla (86–105 mg/100 g)  oli selvästi voimakkaampaa kuin 
haponmuodostajilla (3–11 mg/100 g).   
 
5.1.2 AR11-hapatteen koostaminen 
 
Aistinvaraisen arvioinnin tulokset hapatteelle AR11 ovat liitteessä 10. Taulukkoon 7 
laskettiin tilastolliset parametrit kullekin hapatekoosteelle. AR11-hapatteelle saatiin 
makupisteiden perusteella malli, jonka p-arvoksi saatiin 0,013. Lisäksi yhteispistemäärälle 
saatiin p-arvoksi 0,173. Makupisteiden perusteella mallin sopivuus aineistoon oli hyvä, 
kun taas yhteispisteiden perusteella mallin sopivuus aineistoon oli tyydyttävä.  
 
Taulukko 7. AR11-hapatekoosteille lasketut tilastolliset parametrit. 
Hapatekooste 
Mallin 
puutteellisuus  
(lack of fit) Mallin merkitsevyys p Selitysaste R
2
 Ennustavuus Q
2
 
AR11 (maku) 0,117 0,013 0,607 0,194 
AR11 (yht.) 0,670 0,173 0,352 -0,305 
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Kuvissa 9 ja 10 sininen väri kuvaa kantakoosteen edullisinta aluetta eli kantakoostetta, 
jolla todennäköisimmin saataisiin korkein pistemäärä aistinvaraisessa arvioinnissa. 
Punainen väri kuvaa vastaavasti epäedullisinta kantakoostetta. Kuvaan 8 kantakoosteet 
laskettiin maku-pisteiden perusteella ja kuvassa 9 yhteispisteiden perusteella. Kolmion 
kärjissä on kunkin hapatekannan maksimipitoisuus (97 %) ja kolmion kärkeä vastaavassa 
kannassa minimipitoisuus (1 %). Kannan a4 osuus minimoitiin (1 %). Molempien mallien 
tulokset huomioituina kannoille laskettiin potentiaalisimmat suhteet (taulukko 8).   
 
Kuva 9. AR11-hapatekoosteen kantojen suhteet aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella maku-pisteet 
huomioituna. 
 
 
Kuva 10. AR11-hapatekoosteen kantojen suhteet aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella yhteensä-
pisteet huomioituna. 
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Taulukko 8. AR11-hapatteen kantojen potentiaalisimmat suhteet (%). 
Kooste a1 a2 a3 a4 
A1 50,0 1,0 48,0 1,0 
A2 33,0 1,0 65,0 1,0 
A3 79,0 1,0 19,0 1,0 
 
AR11-viilien 1–8 ja verrokki 1:n (A1) kiinteys ja sakeus olivat hieman alhaisempia kuin 
viilien 9–16 ja verrokki 2:n (kuva 11). Tämä viittaa siihen, että valmistuspäivien välillä oli 
eroja.  
 
 
Kuva 11. AR11-viilien kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
 
Viilejä 1–8 verrattiin verrokkiin V1 ja viilejä 9–16 verrokkiin 2 (taulukko 9). Viilierä 1 ei 
poikennut tilastollisesti merkitsevästi minkään ominaisuuden suhteen verrokista. Erät 5, 6 
ja 12 poikkesivat verrokista ainoastaan kiinteydessä. Sakeudessa verrokista poikkesivat 
viilit 8 ja 9. Rakennemittaustulosten perusteella viilierä 1 muistutti eniten verrokkia. 
 
Taulukko 9. AR11-viilikoosteiden tilastolliset merkitsevyyserot verrokkiin nähden. 
Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys 
1 0,630 0,318 0,691 
2 0,007* 0,001* 0,000* 
3 0,028* 0,039* 0,072 
4 0,007* 0,041* 0,386 
5 0,029* 0,195 0,213 
6 0,007* 0,074 0,516 
7 0,224 0,000* 0,007* 
8 0,593 0,002* 0,207 
9 0,407 0,000* 0,288 
10 0,006* 0,018* 0,017* 
11 0,008* 0,002* 0,013* 
12 0,011* 0,340 0,215 
13 0,220 0,000* 0,000* 
14 0,434 0,000* 0,003* 
15 0,445 0,029* 0,008* 
16 0,932 0,000* 0,000* 
*tilastollisesti merkitsevä ero 
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5.1.3 Hapatekantojen kasvu viilissä  
 
Hapatekoosteella AR11 valmistetuilla viileillä kypsytysaika vaihteli välillä 17–20 h ja 
pisin kypsymisaika oli viilierällä A3 (liite 11). Erot viilien välillä olivat pieniä (kuva 12). 
Kannan a1 osuus oli koosteessa A3 suurin (0,79 %), ja kanta myös tuotti vähemmän 
maitohappoa (liite 9), mikä voisi selittää pidemmän kypsymisajan. Verrokissa kannan a1 
osuus oli kypsymisajan perusteella todennäköisesti alhaisempi, lähempänä koosteita A1 
(50 %) ja A2 (33 %). Kypsymisajan perusteella kooste A1 soveltuisi parhaiten 
tuotantokoosteeksi, sillä sen kypsymisaika oli keskimäärin lyhyempi kuin koosteilla A2 tai 
A3 valmistettujen viilien. 
 
 
 
Kuva 12. Viilien kypsymisaika hapatteella AR11. 
 
Koosteella AR11 haponmuodostajien pitoisuus oli samalla tasolla, keskimäärin 4,5–
4,9·10
8
 pmy/ml (liite 12).  
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Arominmuodostajien pitoisuus oli korkein verrokissa, ja myös niiden vaihtelu oli 
pienempää kuin koosteissa A1, A2 ja A3 (kuva 13). Arominmuodostajien pitoisuutta 
tarkasteltaessa koosteen A3 pitoisuus oli hieman korkeampi (1,1·10
6
 pmy/ml) kuin 
koosteen A2 (5,5·10
5
 pmy/ml) mutta pitoisuuksien vaihtelu oli suurempaa A3-koosteella. 
Kooste A2 soveltuisi paremmin tuotantoon, sillä arominmuodostajien pitoisuus vaihtelee 
vähemmän koosteella A2. 
 
 
 
Kuva 13. Hapon- ja arominmuodostajien pitoisuus. 
 
Kalsiumin, proteiinin, typen, hiilihydraatin ja laktoosin määrissä suhteellinen vaihtelu oli 
pientä, 0–3,94 % (liite 13). Galaktoosia mitattiin ainoastaan viilistä A1a (0,07 %). Jäljellä 
olevan galaktoosi johtuu todennäköisesti siitä, että happaneminen on jäänyt hieman 
kesken. Glukoosia ei havaittu yhdessäkään näytteessä. Haihtuvia orgaanisia yhdisteitä ei 
näytteistä löydetty lainkaan (<1 mg/100 g). Rasvan suhteen yksi viilierä jäi tavoitetta, 0,90 
%, alhaisemmaksi; verrokkierän c rasvapitoisuus oli 0,87 %. AR11-viileissä ei ollut eroja 
maitohappopitoisuuden suhteen. Suuren hajonnan aiheuttaa ensimmäisenä 
valmistuspäivänä valmistetut viilit A1a, A2a ja A3a, joissa sekä L- että D-
maitohappopitoisuus oli kaikissa hieman alhaisempi kuin muina päivinä valmistetuissa.  
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Sitruunahappopitoisuus vaihteli alle havaintoherkkyysrajasta (<20 mg/100 g) 70 mg/100 g 
(kuva 14). Erässä A3 ja verrokissa oli vähiten sitruunahappoa jäljellä. Etikkahappoa oli 
verrokissa ja A3:ssa eniten. Etikkahapon tuoton ja sitruunahapon kulutuksen perusteella 
A3 muistutti eniten verrokkia AR11. 
 
 
Kuva 14. Sitruunahappo- ja etikkahappopitoisuudet AR11-viileissä. 
 
5.1.4 AR11-viilien rakenne 
 
Kuvassa 15 on verrattu jatkoon valittujen viilien rakennetta. Verrokki oli kiintein, sakein ja 
koossapyysyvin. Eniten verrokkia muistutti A3 soveltuen rakenteensa puolesta parhaiten 
tuotantokoosteeksi. 
 
 
Kuva 15. Jatkoon valittujen AR11-viilien kiinteys, sakeus ja koossapysyvyys 
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5.1.5 Tuotantohapatekoosteiden tunnistaminen kolmitestillä 
 
Viiliä A1 ei tunnistettu mistään valmistuserästä  (taulukko 10). Viilit A2 ja A3 erotettiin 
verrokista kolmannesta valmistuserästä. Aistinvaraisen arvioinnin perusteella A1:n 
kantakooste muistutti eniten verrokkihapatetta AR11.  
 
Taulukko 10. Hapatteen  AR11 aistinvaraisen arvioinnin merkitsevyystasot. 
Valmistuserä A1 A2 A3 
1. 0,7659 0,7659 0,1221 
2. 0,2131 0,2131 0,4407 
3. 0,289 0,0386* 0,0014* 
*tilastollisesti merkitsevä ero 
 
5.2 Tuotantohapatteen V93 valmistus 
 
5.2.1 Hapatekantojen viljely 
 
Sameus vaihteli haponmuodostajilla välillä 8,03–8,90 mA, arominmuodostajalla ar2 
sameusarvo oli alhaisempi,  6,60 mA (liite 5). Emästä kului haponmuodostajilla kannasta 
riippuen 36–74 ml, arominmuodostajalla 28 ml. Haponmuodostajilla viljelyaika oli 21,7–
25,1 h, arominmuodostajilla 15,4 h.  
 
Jokaisella V93-kannalla oli alhainen (<7) konsentrointikerroin, 5,8–6,7. (liite 5). Parhaiten 
V93-kannoista säilyi kanta v2, jonka pitoisuus laski pakkassäilytyksen aikana keskimäärin 
0,02 logaritmia (kuva 16). Kannat v1 ja v3 kestivät pakastusta selvästi huonommin. Niiden 
pitoisuus laski vastaavasti 0,05 ja 0,07 logaritmia. 
 
 
Kuva 16. V93-hapatekantojen pitoisuuden lasku/viikko. 
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Sitruunahappopitoisuus vaihteli V93-kannoilla välillä 110–130 mg/100 g (liite 9). 
Kokonaistyppipitoisuus nousi jokaisella kannalla. Laktoosi oli kulutettu loppuun kannoilla 
v1 ja v3 (taulukko 11). Kannalla v2 glukoosia oli muodostunut, mutta laktoosia ei ollut 
kulutettu loppuun. Galaktoosia oli muodostunut kaikilla kannoilla.  
 
Taulukko 11. Viljelyn aikana kulutetut/ tuotetut sokerit. Taulukkoon on laskettu erotukset vähentämällä  
hapatekannan supernatantin sisältämästä pitoisuudesta alustan lähtötilanteessa sisältämä pitoisuus. (-)-arvo: 
kulutettu sokeripitoisuus, (+)-arvo: tuotettu sokeripitoisuus. 
  
laktoosi  
(mg/100 g) 
glukoosi 
(mg/100 g) 
galaktoosi 
(mg/100 g) 
Alusta 1 3350 <50* 70 
v1 -3350 0 +30 
v2 -3180 +830 +70 
v3 -3350 +80 +60 
*herkkyysraja 50 mg/100 g. 
 
V93-kannoilla L-maitohappoa muodostui 2720–3710 mg/100 g. Vähiten maitohappoa 
tuotti kanta v2. Voimakkaasti maitohappoa tuottavilla kannoilla v1 ja v3 emäksen kulutus 
oli myös viljelyn aikana suurempi. Etikkahapon tuotto vaihteli haponmuodostajakannoilla 
välillä 9–16 mg/100 g.  
 
5.2.2 V93-hapatteen koostaminen 
 
V93-hapatteelle saatiin tulosten yhteispistemäärälle mallin p-arvoksi 0,17 (liite 10; 
taulukko 12).  Saadun mallin sopivuus aineistoon oli tyydyttävä ja selitysaste ja 
ennustettavuus huonoja.  
 
Taulukko 12. V93-hapatekoosteille lasketut tilastolliset parametrit. 
Mallin 
puutteellisuus  
(lack of fit) Mallin merkitsevyys p Selitysaste R
2
 Ennustavuus Q
2
 
0,919 0,170 0,412 0,107 
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Kuvassa 17 on  hapatekantojen suhteet V93-hapatekoosteella aistinvaraisen arvioinnin 
tulosten perusteella. Kannoille laskettiin mallin avulla potentiaalisimmat, verrokkihapatetta 
V93 eniten muistuttavat suhteet, joilla valmistettiin uudet viilit (taulukko 13).  
 
Kuva 17. Kantojen suhteet V93-hapatekoosteella aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella. 
 
Taulukko 13. V93-hapatteen kantojen potentiaalisimmat suhteet (%). 
Kooste kanta v1 kanta v2 kanta v3 
V1 1,0 98,0 1,0 
V2 15,0 70,0 15,0 
V3 25,0 50,0 25,0 
 
Hapatekoosteilla valmistetut viilit 1b, 2 ja verrokki 2 (V2) olivat kiinteämpiä kuin viilit 1–
9 ja verrokki 1 (V1) (kuva 18). Erä 1 valmistettiin molempina päivinä (1a ja 1b).  
 
 
Kuva 18. V93-viilien kiinteys. 
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Taulukossa 14 on merkitsevyystasot kiinteyden, sakeuden ja koossapysyvyyden suhteen. 
Viilejä (1a–10) verrattiin verrokkiin V1 ja viilejä 1b, 11 ja 12 verrokkiin V2. Viili 4 ei 
eronnut verrokista tilastollisesti merkitsevästi minkään ominaisuuden suhteen. Viilit 3 ja 8 
poikkesivat verrokista ainoastaan sakeudessa. Viili 11 poikkesi verrokista vain 
koossapysyvyydessä. Viilit 1a, 9, 10 ja 12 poikkesivat verrokista jokaisen ominaisuuden 
suhteen. Rakennetuloksien perusteella viili 4 muistutti eniten verrokkia V93. 
 
Taulukko 14. V93-viilikoosteiden tilastolliset merkitsevyyserot verrokkiin nähden. 
Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys 
1a 0,024* 0,018* 0,009* 
2 0,092 0,049* 0,001* 
3 0,187 0,004* 0,787 
4 0,477 0,145 0,071 
5 0,005* 0,000* 0,058 
6 0,006* 0,002* 0,192 
7 0,513 0,049* 0,041* 
8 0,277 0,039* 0,644 
9 0,001* 0,0011* 0,006** 
10 0,011* 0,001* 0,006** 
1b 0,914 0,000** 0,000*** 
11 0,671 0,062 0,001* 
12 0,000* 0,001* 0,001* 
*tilastollisesti merkitsevä ero 
 
5.2.3 Hapatekantojen kasvu viilissä 
 
V93-hapatekoosteilla viilien kypsymisaika vaihteli 17 tunnista noin 24 tuntiin (liite 11; 
kuva 19). Verrokilla hapantumisaika oli pisin. Kypsymisajan vaihtelun perusteella kooste 
V3 soveltuu tuotantokoosteeksi parhaiten, sillä kypsymisaika oli lyhyin ja kypsymisajan 
vaihtelu oli pieni (18–20 h).  
 
 
Kuva 19. Viilien kypsymisaika hapatteella V93. 
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Pitoisuustulokset ovat liitteessä 12. Haponmuodostajien pitoisuus vaihteli keskimäärin 
välillä 4,8–5,0·108 pmy/ml (kuva 20). Arominmuodostajat säilyivät parhaiten 
verrokkiviilissä (pitoisuus keskimäärin 3,8·10
7
 pmy/ml) ja V1-koosteessa (1,1·10
7
 
pmy/ml). Arominmuodostajien pitoisuuden perusteella kooste V1 soveltuu parhaiten 
tuotantokoosteeksi. 
 
 
Kuva 20. Hapon- ja arominmuodostajien tasot. 
  
Kemiallisessa koostumuksessa galaktoosia mitattiin viileistä V1a (0,08 %) ja V2a (0,06 %) 
(liite 14). Haihtuvia orgaanisia yhdisteitä ei näytteistä löydetty lainkaan (<1 mg/100 g) 
lukuun ottamatta erää V1c (propionihappo 1 mg/100 g). Rasvan suhteen kaksi viilierää jäi 
tavoitetta (0,90 %) alhaisemmaksi; erän V1c rasvapitoisuus oli 0,83 %.  
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Viilien välillä merkittävää eroa (suhteellinen vaihtelu >10 %) oli 
sitruunahappopitoisuudessa (48,69 %) ja etikkahappopitoisuudessa (56,53 %) (kuva 21). 
V93-verrokkiviilissä b oli sitruunahappoa jäljellä 80 mg/100 g, viileissä a ja c pitoisuus oli 
alle herkkyysrajan (<20 mg/100 g). Hapatekoosteissa V1–V3 sitruunahappopitoisuus 
vaihteli välillä 30–140 mg/100 g. Etikkahappoa oli V93-verrokkiviileissä 47–59 mg/100 g, 
viilissä V1 välillä 22–35 mg/100 g ja viileissä V2 ja V3 etikkahappopitoisuus vaihteli 10–
17 mg/100 g välillä (liite 14). Etikkahapon tuoton perusteella paras hapatekooste oli V1.  
 
 
 
Kuva 21. Sitruuna- ja etikkahappopitoisuus V93-viileissä. 
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5.2.4 V93-viilien rakenne 
 
Kiinteyden keskiarvo vaihteli viilien välillä 75,8–84,9 g ja koossapysyvyydessä välillä 
34,5–37,2 g. Sakeudessa erot olivat suurempia, V1 oli sakein ja V2 ohuin (kuva 22). 
Rakennemittausten perusteella V3 muistutti eniten verrokkia V93. 
 
 
Kuva 22. V93-viilien kiinteys, sakeus ja koossapysyvyys. 
 
5.2.5 Tuotantohapatekoosteiden tunnistaminen kolmitestillä 
 
V1 ja V3 erotettiin verrokista kolmannesta valmistuserästä (taulukko 15). V2 tunnistettiin 
kaksi kertaa, ensimmäisessä ja kolmannessa valmistuserässä. Kolmitestin perusteella 
verrokkihapatetta V93 muistuttivat eniten kantakoosteet V1 ja V3.   
 
Taulukko 15. Hapatteen V93  aistinvaraisen arvioinnin merkitsevyystasot. 
Valmistuserä V1 V2 V3 
1. 0,289 0,0088* 0,7659 
2. 0,289 0,5274 0,1221 
3. 0,0088* 0,0014* 0,0386* 
*tilastollisesti merkitsevä ero 
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5.3 Varahapatteen koostaminen 
 
5.3.1 Hapatekantojen faagiherkkyyden testaus 
 
Valion kantakokoelman 63 Lactococcus-kannasta oli aikaisemmin tutkittu mm. kantojen 
kasvunopeus kasvattamalla niitä M17-liemessä (25 °C, 7 h) ja mittaamalla absorbanssi (λ = 
600 nm), tehty PFGE-profiili eli pulssikenttäelektroforeesi-luokittelu ja mitattu 
kasvualustan SH°-arvo eli titrattava happamuus sekä viskositeetti maitoalustassa 
(Tuominen, 2010). Lisäksi kannoista oli tutkittu faagiherkkyys 17 eri faagille sekä kahdelle 
heranäytteelle. Lc. lactis -kantojen faagiherkkyyttä oli testattu tippatestillä käyttäen 
bakteerikantojen kasvualustana Nickels ja Leesment- eli KCA-agaria. Muutama testi oli 
tehty myös GM17- ja MRS-agarilla (liitteet 2 ja 7), joista huomattiin, että eri 
viljelyalustoilla tulos voi poiketa. Tämän vuoksi päätettiin faagiherkkyystesti uusia kaikilta 
heranäytteille epäherkiltä kannoilta sekä GM17- että MRS-alustalla, jokaisella positiivisia 
tuloksia antaneella faagi- ja heranäytteellä. 
 
Taulukossa 16 on esitetty faagiherkkyystulokset niille kannoille, joille tippatesti antoi 
negatiivisen tuloksen hera 1- ja hera 2 -näytteille. Kannat h2 ja h4 olivat epäherkkiä 
ryhmän P335 faageille. Ryhmän 936 faagille kannat h1, h2 ja h3 olivat epäherkkiä. Kaikki 
kannat olivat herkkiä joillekin ryhmän c2 faageista.  
 
Taulukko 16. Kantojen faagiherkkyydet. Faagiryhmään P335 kuuluvat faagit Tuc2009, r1t ja BK5-T. 
Faagiryhmään 936 kuuluu faagi 936. Faagiryhmään c2 kuuluvat faagit c2, P001, c6A ja bIL67. Hera 1 ja 
Hera 2 ovat tehdasnäytteitä. Symbolit: (-): kanta faagille resistenssi.(S): samea plakki, kanta faagille 
resistenssi. (X): himmeä plakki, kanta faagille herkkä. (+): kirkas plakki, kanta faagille herkkä. 
Faagiryhmä P335 936 c2 Tehdasnäytteet 
Kanta Tuc2009 r1t BK5-T 936 c2 P001 c6A blL67 Hera 1 Hera 2 
h1 -  X  - S + S + + S  S  
h2 - - - S X S X + S - 
h3 - +  - S X S + + S S 
h4 -  - - X - X - + - - 
h5 - X  X X X X X + - - 
h6 - + - S X  S + + S  S 
Tuotantohapate AR11 X - - X S S X + + X 
Tuotantohapate V93 - X - X - X X + X + 
 
Faagiherkkyystulosten perusteella kannoilla koostettiin kaksi eri hapatetta: ryhmän P335 
faageille epäherkät kannat h2 ja h4 (hapate P335) ja ryhmän 936 faageille epäherkät kannat 
h1, h2 ja h3 (hapate 936). Kannat h3 ja h6 kuuluivat geneettisesti samaan ryhmään, jolloin 
vain kantaa h3 päätettiin käyttää varahapatteessa.  
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5.3.2 Hapatekantojen viljely 
 
Sameus vaihteli bakteerikannoilla välillä 7,30–9,29 mA (liite 5). Emäksen kulutus oli 
kannasta riippuen 33–74 ml. Viljelyaika vaihteli alustan mukaan. 1-alustalla viljelyaika oli 
25,6–26,5 h (kannat h1, h2, h3 ja h4), 2-alustalla viljelyaika oli selvästi lyhyempi, 12,8–
14,6 h (kannat h5 ja ar2). Kuvassa 23 on esitetty kantojen konsentrointikertoimet. Alhainen 
konsentrointikerroin (<7) oli varahapatteen kannalla h4.  
 
 
Kuva 23. Bakteerikantojen konsentrointikertoimet. * a: kannan ensimmäinen viljelmä, b: kannan toinen 
viljelmä.  
 
 
Varahapatekannoista parhaiten pakastusta kestivät kannat h2 (-0,01 log/vko) ja kannan h5 
a-viljelmä (-0,03 log/vko) (kuva 24). Huonoiten pakastusta kestivät kanta h4 ja ar2, joiden 
pitoisuudet laskivat keskimäärin 0,11 logaritmia/viikko. Varahapatekantojen pitoisuuden 
lasku oli keskimäärin 0,04 log/viikko (vaihteluväli 0,01–0,11) eli sama kuin 
tuotantohapatteilla (vaihteluväli 0,00–0,07). Pakkaskestävyyden perusteella hapatekantaa 
h1 lukuun ottamatta kaikki haponmuodostajakannat soveltuvat hyvin varahapatekannaksi. 
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Kuva 24. Varahapatekantojen tasojen lasku/viikko. * a: kannan ensimmäinen viljelmä, b: kannan toinen 
viljelmä.  
 
Alustan sitruunahappopitoisuus oli laskenut haponmuodostajakannoilla vain vähän,  
korkeintaan 20 mg/100 g (liite 9), arominmuodostajalla ar2 (b-viljelmä) sitruunahappo oli 
sen sijaan kulutettu kokonaan. Etikkahappopitoisuus supernatantissa vaihteli 
haponmuodostajakannoilla välillä 6–18 mg/100 g, arominmuodostajalla vastaava luku oli 
88 mg/100 g. Laktoosi oli kulutettu loppuun kaikissa paitsi kannan h1 supernatantissa 
(taulukko 17). Ainoastaan arominmuodostaja ar2 oli muodostanut glukoosia. 
Varahapatekannat h1 ja h3 olivat kuluttaneet alustan galaktoosin ja 
arominmuodostajakannalla ar2 galaktoosipitoisuus oli hieman laskenut. Muilla kannoilla 
galaktoosipitoisuus oli noussut.  
 
Taulukko 17. Viljelyn aikana kulutetut/ tuotetut sokerit. Taulukkoon on laskettu erotukset vähentämällä  
hapatekannan supernatantin sokeripitoisuudesta alustan sokeripitoisuus lähtötilanteessa. (-)-arvo: kulutettu 
sokeripitoisuus, (+)-arvo: tuotettu sokeripitoisuus. 
  
laktoosi  
(mg/100 g) 
glukoosi 
(mg/100 g) 
galaktoosi (mg/100 
g) 
Alusta 2 3230 >50* 80 
h1 -2940 0 -80 
h2 -3230 0 +10 
Alusta 1 3350 <50* 70 
h3 -3350 0 -70 
h4 -3350 0 +40 
h5 a** -3350 0 +60 
h5 b** -3350 0 +30 
ar2 b** -1850 +120 -20 
*herkkyysraja 50 mg/100 g. 
** a: kannan ensimmäinen viljelmä, b: kannan toinen viljelmä.  
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5.3.3 Hapatteen 936 koostaminen ja viilien rakenne 
 
Hapatekoosteiden 936 kantakoosteet ja aistinvaraisen arvioinnin tulosten keskiarvot ovat 
liitteessä 10. Malli transformoitiin potenssiin 2 ja kannoille laskettiin potentiaalisimmat 
suhteet, jotka muistuttaisivat eniten verrokkia. Hapatekoosteen 936 mallin sopivuus 
aineistoon sekä selitysaste olivat hyviä ja mallin ennustavuus tyydyttävä (taulukko 18). 
 
Taulukko 18. Varahapatekoosteille lasketut tilastolliset parametrit. 
Hapatekooste 
Mallin 
puutteellisuus  
(lack of fit) Mallin merkitsevyys p Selitysaste R
2
 Ennustavuus Q
2
 
936 0,234 <0,001 0,930 0,462 
P335 0,085 0,008 0,891 0,635 
Hera 0,681 0,034 0,690 0,169 
 
Kuvan 25 kolmion kärjissä on kunkin kannan maksimipitoisuus (98 %) ja kolmion kärkeä 
vastaavassa kannassa minimipitoisuus (1 %). Punainen väri kuvaa kantakoostetta, jolla 
todennäköisimmin saataisiin korkein pistemäärä aistinvaraisessa arvioinnissa ja sininen 
väri kuvaa epäedullisinta kantakoostetta. Kannan h3 osuus tulee olla maksimissaan ja 
kantojen h1 ja h2 osuudet minimissään.  
 
 
Kuva 25. Kantojen suhteet 936-hapatekoosteella aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella. 
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936-viilit 5 ja 11 olivat kaikkein pehmeimpiä eli vähiten kiinteitä (kuva 26). Viili 7 oli sekä 
ohuin että koossapysymättömin. Ainoastaan 1-viilillä ei ollut merkitsevää eroa verrokkiin 
V93 kiinteydessä ja sakeudessa (taulukko 18). Sakeudessa kaikki viilit poikkesivat AR11-
verrokista, koossapysyvyydessä vain 2-viilillä ei ollut merkitsevää eroa AR11-verrokkiin. 
Kiinteydessä viileillä 1, 2, 3, 4, 6, 8 ja 9 ei ollut merkitsevää eroa AR11-verrokkiin. 
Rakennetulosten perusteella viilierä 1 soveltuisi parhaiten varahapatekoosteeksi. 
 
 
Kuva 26. 936-hapatekoosteiden kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
 
 
Taulukko 19. 936-hapatekoosteiden merkitsevyystasot verrattuna verrokkeihin V93 ja AR11.  
Ero V93-verrokkiin Ero AR11-verrokkiin 
Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys 
1 0,646 0,000* 0,086 1 0,121 0,000* 0,001* 
2 0,001* 0,000* 0,003* 2 0,141 0,001* 0,078 
3 0,001* 0,000* 0,000* 3 0,128 0,001* 0,035* 
4 0,001* 0,000* 0,000* 4 0,898 0,002* 0,000* 
5 0,000* 0,000* 0,000* 5 0,006* 0,000* 0,021* 
6 0,004* 0,000* 0,000* 6 0,515 0,001* 0,002* 
7 0,001* 0,000* 0,000* 7 0,059* 0,000* 0,000* 
8 0,001* 0,001* 0,000* 8 0,072 0,013* 0,001* 
9 0,002* 0,000* 0,000* 9 0,716 0,000* 0,001* 
10 0,000* 0,000* 0,001* 10 0,032* 0,011* 0,002* 
11 0,000* 0,000* 0,000* 11 0,002* 0,000* 0,010* 
12 0,002* 0,000* 0,000* 12 0,501 0,007* 0,000* 
 
5.3.4 Hapatteen P335 koostaminen ja viilien rakenne  
 
Aistinvaraisen arvioinnin tulokset hapatteelle P335 ovat liitteessä 10. Hapatekoosteen P335 
malli transformoitiin potenssiin (-1), jolloin mallin sopivuus aineistoon oli hyvä, mallin 
merkitsevyys alle 5 % ja selitysaste sekä mallin ennustavuus tyydyttäviä (taulukko 18). 
Kuvan 27 perusteella parhaimmat tulokset aistinvaraisesta arvioinnista saataisiin, kun 
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kannan h4 osuus on mahdollisimman korkea ja kannan h2 osuus mahdollisimman alhainen 
(vihreä alue).  
 
 
Kuva 27. Kantojen h2 ja h4 suhteet P335-hapatekoosteella aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella. 
 
Kuvassa 28 nähdään P335-hapatekoosteiden kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
Verrokkiviilit olivat sakeampia ja koossapysyvämpiä kuin hapatekoosteet. Kooste 5 oli 
kiintein, mutta samalla ohuin ja koossapysymättömin.  
 
 
Kuva 28. P335-hapatekoosteiden kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
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Taulukkoon 20 on laskettu kunkin viilierän merkitsevyystasot verrattuna verrokkiviileihin. 
Kiinteydessä viilierät 3 ja 5 eivät poikenneet V93-verrokista tilastollisesti merkitsevästi ja 
viileillä 1, 3, 4, 6 ja 7 ei ollut merkitsevää eroa AR11-verrokkiin. Sakeudessa ja 
koossapysyvyydessä kaikki viilierät poikkesivat merkitsevästi sekä V93- että AR11-
verrokista. Ainoastaan viilierä 3 muistutti kiinteydeltään sekä tuotantohapatetta V93 että 
AR11. 
 
Taulukko 20. P335-hapatekoosteiden merkitsevyystasot verrattuna verrokkeihin V93 ja AR11.  
Ero V93-verrokkiin Ero AR11-verrokkiin 
Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys 
1 0,001* 0,000* 0,000* 1 0,129 0,003* 0,000* 
2 0,004* 0,000* 0,000* 2 0,041* 0,000* 0,000* 
3 0,088 0,000* 0,000* 3 0,382 0,000* 0,000* 
4 0,001* 0,000* 0,000* 4 0,475 0,000* 0,000* 
5 0,199 0,000* 0,000* 5 0,043* 0,000* 0,000* 
6 0,032* 0,000* 0,000* 6 0,819 0,000* 0,000* 
7 0,039* 0,000* 0,000* 7 0,839 0,001* 0,000* 
8 0,002* 0,000* 0,000* 8 0,021* 0,000* 0,000* 
9 0,001* 0,000* 0,000* 9 0,001* 0,000* 0,000* 
 
5.4 Hera-hapatteen valmistus 
 
5.4.1 Hera-hapatteen koostaminen 
 
Tulosten perusteella hapatteesta 936 kannatti valita ainoastaan kanta h3 ja P335-
hapatteesta vain kanta h4. Tämän perusteella koostettiin Hera-hapate, johon valittiin 
kummankin hapatekoosteen edullisimmat kannat h3 ja h4. Näiden lisäksi valittiin kanta h5, 
joka oli herkkä sekä ryhmän 936 että P335 faageille, mutta heranäytteille 
faagiherkkyystulokset olivat negatiivisia.  
 
Hera-hapatekoosteen aistinvaraisen arvioinnin keskiarvot ovat liitteessä 10. Muuttujien 
välisiä riippuvuuksia Hera-hapatekoostetta tarkasteltaessa huomattiin, että koe 9 ei sovi 
malliin, joten se poistettiin. Hapatekoosteille saatiin edullisin malli transformoimalla se 
potenssiin 2, jolloin mallin sopivuus aineistoon oli hyvä ja mallin merkitsevyys 3,4 % 
(taulukko 18). Mallin selitysaste oli tyydyttävä ja mallin ennustavuus välttävä.   
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Kuvan 29 perusteella korkeimman pistemäärän ennustettiin tulevan, kun kannan h4 osuus 
oli suurin. Myös kannan h3 ollessa suurimmillaan pistemäärän ennustettiin olevan korkea. 
Kantojen potentiaalisimmat suhteet ovat taulukossa 21. Kokeessa A kannan h4 osuus oli 
98 % ja kahden muun kannan osuus 1 %. Koe A vastasi taulukon 6 erää 7. Kokeessa B 
kannan h3 osuus oli 10 % ja kannan h4 osuus 87 %. Kokeessa C kannan h3 osuus oli 98 % 
kahden muun kannan osuuden ollessa 1 %. Jokaisessa kokeessa kannan h5 osuus oli 
pienin. 
 
 
 
Kuva 29. Kantojen suhteet Hera-hapatekoosteella aistinvaraisen arvioinnin tulosten perusteella. 
 
Taulukko 21. Hera-hapatekoosteen kantojen potentiaalisimmat suhteet (%). 
Koe h3 h4 h5 
A 1,0 98,0 1,0 
B 10,0 87,0 3,0 
C 98,0 1,0 1,0 
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Alkukokeissa verrokit V93 ja AR11 olivat kaikkein kiinteimpiä, sakeimpia ja 
koossapysyvimpiä (kuva 30). Merkitsevä ero oli kaikissa muissa viileissä paitsi 1-viilissä 
kiinteyden suhteen (taulukko 22). Varahapatekoosteista viili 1 muistutti eniten verrokkeja 
sakeudeltaan ja kiinteydeltään soveltuen viilieristä varahapatekoosteeksi parhaiten. 
 
 
Kuva 30. Hera-hapatekoosteiden kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
 
Taulukko 22. Hera-hapatekoosteiden merkitsevyystasot verrattuna verrokkeihin V93 ja AR11.  
Ero V93-verrokkiin Ero AR11-verrokkiin 
Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys Erä Kiinteys Sakeus Koossapysyvyys 
1 0,571 0,000* 0,001* 1 0,054 0,001* 0,000* 
2 0,001* 0,000* 0,000* 2 0,000* 0,000* 0,000* 
3 0,000* 0,000* 0,000* 3 0,000* 0,000* 0,000* 
4 0,000* 0,000* 0,000* 4 0,000* 0,000* 0,000* 
5 0,007* 0,000* 0,000* 5 0,000* 0,000* 0,000* 
6 0,001* 0,000* 0,000* 6 0,000* 0,000* 0,000* 
7 0,001* 0,000* 0,000* 7 0,000* 0,000* 0,000* 
8 0,000* 0,000* 0,000* 8 0,000* 0,000* 0,000* 
9 0,003* 0,000* 0,000* 9 0,002* 0,000* 0,000* 
10 0,000* 0,000* 0,000* 10 0,000* 0,000* 0,000* 
11 0,000* 0,000* 0,000* 11 0,000* 0,000* 0,000* 
12 0,000* 0,000* 0,000* 12 0,000* 0,000* 0,000* 
 
5.4.2 Hapatekantojen kasvu viilissä 
 
Viilien kypsymisajat ovat liitteessä 11. Hapantumisaika vaihteli välillä 17–20,5 h. Pisin 
hapantumisaika oli verrokilla.  
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Kypsymisajan perusteella kooste C oli lähimpänä verrokin kypsymisaikaa (kuva 31), mutta 
kypsymisajan vaihtelu oli suurempaa verrattuna koosteisiin A ja B. Lyhyempi 
kypsymisaika ja pienempi vaihtelu on tuotannon kannalta toivotumpaa, jolloin viilit A ja B 
soveltuisivat varahapatteiksi C-viiliä paremmin. 
 
 
Kuva 31. Viilien kypsymisaika varahapatteella. 
 
Pitoisuustulokset ovat liitteessä 12. Varahapatekoosteella C haponmuodostajien 
keskimääräinen pitoisuus oli korkeampi (ka. 1,6·10
9
 pmy/ml) kuin koosteella A (ka. 
4,2·10
8
 pmy/ml), B (5,0·10
8
 pmy/ml) tai verrokilla (6,2·10
8
 pmy/ml). Varahapatekoosteen 
arominmuodostajat olivat säilyneet parhaiten verrokissa (kuva 32). Arominmuodostajien 
pitoisuuden perusteella hapatekooste A soveltuisi parhaiten varahapatteeksi, sillä 
arominmuodostajien pitoisuus oli A-viilissä keskimäärin korkein. 
 
 
 
Kuva 32. Haponmuodostajien tasot. 
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Haihtuvia orgaanisia yhdisteitä ei viileistä löydetty lainkaan (<1 mg/100 g) lukuun 
ottamatta eriä H1a (propionihappo 2 mg/100 g) ja H1b (kapronihappo 1 mg/100 g) (liite 
15). Merkittävää eroa (suhteellinen vaihtelu >10 %) viilien välillä oli 
etikkahappopitoisuudessa (121,75 %). Eniten etikkahappoa oli verrokkiviilissä (kuva 33). 
Sitruunahappopitoisuus vaihteli alle havaintoherkkyysrajasta (<20 mg/100 g) 140 
milligrammaan/100 g ja vähiten sitruunahappoa oli verrokkiviileissä. Etikkahapon tuoton 
suhteen mikään varahapatekoosteista ei yltänyt verrokin tasolle.  
 
 
 
Kuva 33. Varahapateviilien sitruuna- ja etikkahappopitoisuus. 
 
Maitohappopitoisuus oli korkein verrokissa ja koosteessa B (kuva 34). Maitohapon tuoton 
suhteen viili B muistutti eniten verrokkia. 
 
 
Kuva 34. Maitohapon pitoisuus varahapateviileissä. 
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5.4.3 Varahapateviilien rakenne 
 
Kuvassa 35 on jatkokokeiden rakennemittaustulokset. Viilierä C oli kiinteydeltään, 
koossapysyvyydeltään ja sakeudeltaan eniten verrokin kaltainen.  
 
 
Kuva 35. Varahapateviilien kiinteys, koossapysyvyys ja sakeus. 
 
5.4.4 Varahapatteen aistinvaraisten ominaisuuksien vertailu profiilitestillä 
 
Kokeen 1 ja 2 profiilitestin keskiarvot ja keskihajonnat ovat liitteessä 16 ja 17. 
Varianssianalyysin perusteella kokeen 1 viilit poikkesivat tilastollisesti merkitsevästi 
toisistaan venyvyyden ja suutuntuman paksuuden suhteen (taulukko 23) ja kokeen 2 viilit 
edellisten lisäksi kermakerroksen pysyvyyden ja heroittumisen suhteen. Muiden 
ominaisuuksien suhteen erot eivät olleet tilastollisesti merkitseviä. Tasaisuuden suhteen ero 
oli lähellä merkitsevää. 
 
Taulukko 23. Kokeen 1 ja 2 viilinäytteiden ominaisuuksien varianssianalyysin tulokset. 
Ominaisuus 
Koe 1  
p-arvo 
Koe 2  
p-arvo 
Kermakerroksen pysyvyys 0,1848 0,0004* 
Heroittuminen 0,6037 0,0012* 
Venyvyys 0,0482* <0,0001* 
Tasaisuus 0,0509 0,061 
Suutuntuman paksuus 0,0402* <0,0001* 
Happamuus 0,1133 0,2847 
Aromikkuus 0,3292 0,1262 
Sivumaku 0,5043 0,192 
*tilastollisesti merkitsevä ero. 
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Kuvassa 36 on esitetty eri ominaisuuksien voimakkuuksien keskiarvot tähtikuviona. 
Verrokki koettiin kaikkein venyvimmäksi ja näyte C vähiten venyväksi molemmissa 
kokeissa. C-viilin suutuntuman paksuus oli verrokin jälkeen voimakkain. Toisessa 
kokeessa A-viili oli heroittunut voimakkaimmin ja kermakerroksen pysyvyys koettiin 
heikoimmaksi. 
 
 
Kuva 36. Viilien A, B, C ja verrokki arvioitujen ominaisuuksien voimakkuudet, n = 8. *) ominaisuudessa 
merkitsevä ero. 
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Monivertailutestillä tutkittiin näytteiden välisiä eroja venyvyydessä, paksuudessa, 
kermakerroksen pysyvyydessä ja heroittumisessa. Kokeen 1 ja 2 tulokset ovat taulukossa 
24. A-viili poikkesi verrokista jokaisen ominaisuuden suhteen. Viilit B ja C poikkesivat 
verrokista venyvyydessä molemmissa kokeissa. Suutuntuman suhteen merkitsevä ero B- ja 
C-viilillä verrokkiin nähden oli kokeessa 2.    
 
Taulukko 24. Kokeen 1 ja 2  viilien välinen merkitsevyys (p-arvo) näyte- ja ominaisuuskohtaisesti. 
Verrattavat viilit 
Koe 1 
Venyvyys 
Koe 2 
Venyvyys 
Koe 1 
Suutuntuman 
paksuus 
Koe 2 
Suutuntuman 
paksuus 
Koe 2 
Heroittuminen 
Koe 2 
Kermakerroksen 
pysyvyys 
A – B  0,743 0,186 0,138 0,495 0,011* 0,015* 
A – C  0,462 0,833 0,025* 0,022* 0,009* 0,009* 
A – Verrokki  0,054* 0,003* 0,036* 0,001* 0,004* 0,005* 
B – C  0,344 0,279 0,530 0,063 0,182 0,038* 
B – Verrokki    0,030* 0,013* 0,226 0,001* 0,461 0,101 
C – Verrokki  0,051* 0,004* 0,314 0,002* 0,764 0,687 
 
5.4.5 Hapatekantojen faagikestävyys 
 
Kuvissa 37, 38, 39 ja 40 on esitetty varahapatekoosteiden happaneminen, kun viiliin oli 
lisätty faaginäytettä 1 (A1, B1, C1 tai verrokki 1), faaginäytettä 2 (A2, B2, C2 tai verrokki 
2) ja kun viiliin ei ollut lisätty faagia (A0, B0, C0 tai verrokki 0). Happanemisen raakadata 
on liitteessä 18. Faagittoman verrokkiviilin pH laski 4,5:een 19,5 tunnissa (kuva 37). 
Faagia 1 ja 2 sisältävien viilien pH ei laskenut 28 tunnin aikana alle kuuden. 
 
 
 
Kuva 37. Verrokkiviilin hapantuminen. 
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Hapatekoosteella A ilman faagia (A0) viilin pH laski 4,5:een 16,5 tunnissa (kuva 38). 
Faagia sisältävien viilien A1 ja A2 pH laski lähelle 4,5:ttä 26,5 tunnissa, eli hapantuminen 
viivästyi 10 tunnilla. 
 
 
 
Kuva 38. Hapatekoosteen A happaneminen. 
 
Hapatteen B pH laski 4,5:een 18 tunnissa (kuva 39). Faageja 1 ja 2 sisältävät viilit 
happanivat 4 tuntia hitaammin, 22 tunnissa. 
 
 
 
Kuva 39. Hapatekoosteen B hapantuminen. 
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Hapatekoosteella C sekä faagia sisältävät viilit että faagiton viili kypsyivät 19,5 tunnissa, 
jolloin pH oli 4,5 (kuva 40). Faagia 1 sisältävä viili kypsyi jopa nopeammin; pH oli 4,51 
17,5 tunnissa.  
 
 
Kuva 40. Hapatekoosteen C hapantuminen. 
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6 POHDINTA 
 
6.1 Hapatekantojen erot viljelyssä 
 
Bakteerin alustaan erittämät glukoosi ja galaktoosi saattavat olla merkki 
eksopolysakkaridien tuotannosta. Hutkinsin (2001) mukaan Lc. lactiksella alustan 
sisältämä laktoosi hydrolysoituu solun sisällä glukoosiksi ja galaktoosiksi ja galaktoosiosa 
fermentoidaan laktaatiksi. Galaktoosia on kuitenkin erittynyt alustaan jokaisella kannalla. 
Tulosten perusteella kannat eivät käytä kaikkea galaktoosia kasvuunsa, vaan erittävät osan 
muodostuneesta galaktoosista solun ulkopuolelle. Zhennain ym. (1999) mukaan tutkittujen 
Lc. lactis ssp. cremoris -kantojen EPS sisälsi mm. glukoosia. Hapatekannan a2 a-
viljelmässä laktoosi on kulutettu loppuun, mutta glukoosia on muodostunut. Tilanne on 
päinvastainen b-viljelmässä, jossa laktoosia on jäljellä, mutta glukoosia ei ole muodostunut 
lainkaan. Lisäksi viljelyaika on b-viljelmässä 1,5 h lyhyempi kuin a-viljelmässä. Tällöin 
glukoosia näyttäisi erittyvän alustaan vasta, kun laktoosi on kulutettu loppuun. 
Eksopolysakkaridien tuotantoa saattaisi olla mahdollista lisätä kannan viljelyaikaa 
pidentämällä. Konsentrointikerroin on myös alhaisempi a-viljelmässä, eli glukoosin eritys 
kasvualustaan saattaa merkitä konsentroitumisen vaikeutuessa eksopolysakkaridien 
tuottoa.  
 
Eksopolysakkaridin muodostuminen ei näytä parantavan solun pakkaskestävyyttä. 
Kannoilla, joiden konsentrointikerroin jäi alhaiseksi (kannat a3, v1, v2 ja v3), solumassa ei 
sakkautunut kunnolla vaan muodosti paksun liejukerroksen sentrifugiputken pohjalle. 
Kannat a3, a4 sekä V93-kannat v1 ja v3 säilyivät tuotantokannoista huonoiten. 
Looijesteijnin ym. (2001) tutkimuksessa eksopolysakkaridilla ei näyttänyt olevan 
vaikutusta pakkaskestävyyteen verrattaessa L. lactis ssp. cremoris MG1614 -kannan ja sen 
isogeenisen EPS:a tuottavan variantin herkkyyttä jäädytettäessä. Mahdollinen EPS:n 
vaikutus säilyvyyteen voi olla bakteerikantakohtainen ominaisuus.  
 
Kaikilla varahapatekannoilla viljely maitoalustassa ei onnistunut. h1- ja h2-bakteerikantoja 
kasvatettaessa viljelmäksi alustana käytettiin sitraattipohjaista maitoalustaa, sillä 
steriloidussa maitoalustassa kannat eivät lähteneet kasvamaan. Hassanin ja Frankin (2001) 
mukaan Lc. lactis -kannat fermentoivat laktoosia. Tuomisen (2010) tutkimuksessa kanta h1 
käytti sekä laktoosia, glukoosia että galaktoosia, ja kanta h2 ei käyttänyt galaktoosia. 
Molemmat alustat kuitenkin sisältävät laktoosia, eli pelkästään alustojen 
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hiilihydraattikoostumus ei selitä kasvun epäonnistumista 1-alustassa. Kannat h1 ja h2 
mahdollisesti tarvitsevat kasvuunsa myös sitraattipohjaisen maitoalustan sisältämiä 
hivenaineita. 
 
Varahapatekannat säilyivät pakkasvarastoinnista hyvin lukuun ottamatta h1-kantaa. Kun 
kanta säilyy elinkykyisenä, sen vaikutukset viilissä ovat myös todennäköisemmin 
halutunlaiset kuin kannan, jonka säilyvyys on huono. Valittujen varahapatekantojen tulee 
joka tapauksessa kestää pakastusta, jotta niitä voidaan käyttää hapatteina tuotannossa. Näin 
ollen kanta h1 ei sovellu sellaisenaan viilihapatteeksi, mikäli kannan pakkassäilyvyyttä ei 
saada paremmaksi. Pakkassäilytyksen aikana kantojen pitoisuudet joka tapauksessa 
laskevat, eli jäädykkeen ikä tulee myös ottaa huomioon hapatetta koostettaessa.  
  
Varahapatekannat olivat keskimäärin heikompia maitohapon muodostajia kuin 
tuotantokannat. Laktoosin kulutuksen perusteella varahapatteet ovat kuitenkin kasvaneet 
pidemmälle kuin tuotantokannat, sillä vain kannalla h1 oli jäljellä laktoosia. Kannan h1 
pakkaskestävyyteen on voinut vaikuttaa se, että viljelmän kasvu ei ehtinyt loppuun asti. 
Varahapatekannoista millään kannalla ei ole supernatantissa jäljellä glukoosia. Glukoosin 
puuttuminen supernatantista voisi selittää varahapatekoosteilla valmistettujen viilien 
erilaisen rakenteen tuotantokantoihin nähden.   
 
6.2 Tuotantohapatekoosteen AR11 valinta 
 
AR11-tuotantohapatteen alustavissa rakennemittauksissa vain viilierä 1 ei eronnut 
merkitsevästi verrokista. Sen kantasuhteet olivat 1 % kantaa a4 ja muita kantoja 33 %. 
Jatkomittauksissa AR11-viilikoosteista eniten verrokkia muistutti viili A3 sekä 
kiinteydeltään, sakeudeltaan että koossapysyvyydeltään. Siinä kantaa a1 on 79 %, kantaa 
a3 19 % ja kantoja a2 ja a4 1 %. Kannan a1 glukoosin tuotto voi olla oleellinen tekijä 
rakenteen muodostumisessa. Kannan a3 merkitys rakenteessa on myös oleellinen, mutta 
kannan osuus ei saa olla liian suuri. Arominmuodostajien pitoisuuden osalta AR11-
verrokkia eniten muistuttavat viilit A2 ja A3, ja etikkahappopitoisuus oli korkein A3:ssa. 
Viilien A1 ja A2 kypsymisajat ovat samaa luokkaa kuin verrokin, ja A3:n kypsymisaika on 
hieman pidempi, muttei tuotannon kannalta liian pitkä.  
 
Kolmitestissä AR11-koosteista A1:a ei tunnistettu kertaakaan. Viilit A2 ja A3 tunnistettiin 
vain kerran. Kolmitestin perusteella  hapatekooste A1 olisi lähimpänä AR11-verrokkia, ja 
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rakenne- ja arominmuodostajien pitoisuuden perusteella eniten verrokkia muistuttaa 
hapatekooste A3. Kolmitestin tulosten perusteella hapatekoosteiden A1, A2 ja A3 ja 
verrokin välisiä eroja ole helppo havaita. Hapatekooste A1 muistuttaa kolmitestistä 
päätellen eniten verrokkia, mutta aistinvaraisten ominaisuuksien perusteella 
todennäköisesti mikä tahansa kantakoosteista soveltuu yksittäiskannoista koostetuksi 
tuotantohapatteeksi. 
 
6.3 Tuotantohapatekoosteen V93 valinta 
 
Alustavissa V93-hapatteen rakennemittauksissa ainoastaan viili 4 ei eronnut merkitsevästi 
verrokista. Viili 4:ssä kutakin bakteerikantaa on yhtä paljon, 33,3 %. Samalla yhdistelmällä 
tehtiin myös viilierät 1 ja 9, jotka poikkesivat verrokista merkitsevästi jokaisen 
ominaisuuden suhteen.  Tästä voidaan päätellä, että samana valmistuspäivänä 
valmistetuissa viileissä voi olla eroja. Jatkomittauksissa viilit V2 ja V3 muistuttivat eniten 
verrokkia. Viilien V2 ja V3 kantakoosteet poikkeavat toisistaan vain hieman.  
 
V93-viilikoosteissa arominmuodostajien ja etikkahapon pitoisuudet ovat korkeimmat 
V1:ssä. Myös viilien kypsymisajassa eniten V93-verrokkia muistuttaa V1. 
Hapatekoosteissa V2 ja V3 voimakkaan haponmuodostajakannan v3 osuus on suurempi 
kuin V1:ssä, mikä voisi selittää nopeamman kypsymisen. Myös verrokissa saattaa v3-
kannan osuus olla alhaisempi kuin viileissä V2 ja V3, eli kypsymisajan perusteella kannan 
v3 osuus olisi verrokissa lähempänä koostetta V1 (1 %). V93-koosteessa V1-viilissä on 
arominmuodostajien pitoisuus hapatekoosteista korkein, eli V1:n kantakooste on eniten 
verrokin kaltainen. Kantojen suhteita tarkasteltaessa V1:ssä on valtaosa (98 %) kantaa v2, 
mikä saa aikaan arominmuodostajien paremman kasvun, mutta verrokkia kiinteämmän 
rakenteen ja lähes yhtä pitkän kypsymisajan. Pitkä kypsymisaika ei kuitenkaan ole viilin 
tuotannon kannalta haluttu ominaisuus. 
 
Kolmitestissä parhaiten pärjäsivät V93-hapatteista viilit V1 ja V3. V2 tunnistettiin 
huonoiten toisessa erässä, mikä saattaa johtua siitä, että viilien välillä on eroja 
valmistuspäivästä riippuen. Rakennemittausten perusteella tuotantohapatekoosteeksi 
kannattaa valita joko V2 tai V3, arominmuodostajien perusteella paras on V1 ja 
kolmitestin perusteella viilit V1 ja V3 muistuttavat eniten verrokkia. Koosteen V1 
kypsymisaika saattaa tuotannossa kuitenkin olla liian pitkä, joten tuotantohapatekoosteeksi 
kannattaa valita V3. 
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6.4 Varahapatekoosteen valinta 
 
Heikko haponmuodostuskyky, hidas kasvu ja proteolyysin puute voivat olla syitä viilin 
vääränlaisen rakenteen muodostumiseen hapatekoosteilla 936 ja P335. Tuomisen (2010) 
tutkimuksessa bakteerikannat h1 ja h2 kasvoivat huonommin (OD600 = 0,389 (h1); 0,936 
(h2)) kuin kannat h3 (1,289), h4 (1,736) ja h5 (1,434). Varahapatetta koostettaessa 
huomattiin, että kannat h1 ja h2 eivät myöskään tuo haluttuja ominaisuuksia viiliin. 
Titrattava happamuus oli Tuomisen tutkimuksessa voimakkainta kannoilla h5 (SH° = 26,6) 
ja h3 (SH° = 34,2) ja heikointa kannoilla h1 (SH° = 13,3) ja h2 (SH° = 11,8). Olkkosen 
(2007) pro gradu -työssä proteolyysiin kykeni kanta h5, kun taas kannalta h1 ei 
proteolyyttisyyttä löydetty.  
 
Haponmuodostajien keskimääräinen pitoisuus on C-viilissä korkeampi kuin viileissä A, B 
tai verrokissa. Viilien kypsymisaika oli jokaisella viilillä lyhyempi kuin verrokilla, mutta 
C-koosteen kypsymisaika on pisin. Tämä voi johtua siitä, että kanta h3, jonka osuus on C-
viilissä 98 %, tuottaa maitohappoa eli hapantaa maidon hitaammin viilissä kuin kannat h4 
ja h5. Koosteissa A, B ja C käytettyjen kantojen h3, h4 ja h5 kasvualustaan eritetyn 
maitohapon pitoisuus ei silti juurikaan poikkea toisistaan. Sitraatin korkea pitoisuus 
hapatekoosteissa A, B ja C sekä etikkahapon alhainen pitoisuus johtuu 
arominmuodostajien alhaisesta pitoisuudesta, joka ei ole samalla tasolla kuin verrokissa 
missään viilissä.  
 
Hera-hapatteen rakennemittauksissa viili A poikkesi verrokista eniten. Myös profiilitestissä 
viilin A heroittuminen koettiin voimakkaimmaksi ja kermakerros pysyi huonoiten 
molemmissa kokeissa. 1-kokeessa viili A koettiin suutuntumaltaan löysimmäksi. Viilien A 
ja C välillä oli merkitsevää eroa ulkonäköominaisuuksissa (heroittuminen ja 
kermakerroksen pysyvyys) sekä suutuntuman paksuudessa. Viilien B ja C välillä oli 
merkitsevä ero ainoastaan toisessa kokeessa kermakerroksen pysyvyydessä. 
Makuominaisuuksissa ei viilien välille saatu eroa, eli pelkästään arominmuodostajien 
pitoisuus viilissä ei välttämättä vaikuta merkittävästi viilin makuominaisuuksiin. Viilille 
tyypillinen venyvyys (Walstra ym, 2006, Macura ja Townsley, 1983, Mistry, 2001) näytti 
olevan alhaisempaa sekä A-, B- että C-viilissä kuin verrokkiviilissä. Profiilitestin ja 
rakennemittausten perusteella viilit B ja C muistuttavat eniten verrokkia soveltuen 
varahapatteeksi paremmin kuin viili A. 
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6.5 Aromin tuotto viilissä 
 
Viilihapatteen arominmuodostajakantoja on mahdollista kasvattaa yksittäin ilman 
haponmuodostajakantoja. Viljelmän ja konsentraatin pitoisuus arominmuodostajakannan 
yksittäisviljelmässä oli korkeampi kuin seosviljelmissä kasvatetun. Myös Bellengierin ym. 
(1997) tutkimuksessa Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides UM10 kasvoi nopeammin 
yksittäisviljelmässä kuin seosviljelmässä. Boquien ym. (1988) tutkimuksessa  
Leuconostocin kasvunopeus nousi yhteisviljelyssä Lc. lactis ssp. cremoriksen kanssa 50 % 
verrattuna yksittäisviljelmään, mutta kokonaispitoisuus oli seosviljelmässä alhaisempi kuin 
kunkin kannan yksittäisviljelmässä.  
 
Vaikka arominmuodostajan pitoisuus oli konsentraatissa korkea, ei kasvukyky säilynyt 
enää viilissä. Hassanin ja Frankin (2001) mukaan arominmuodostajat vaativat happamat 
olosuhteet kasvuunsa, mutteivät itse tuota riittävästi maitohappoa. Obermanin ja 
Libudziszin (1998) raportoima kantojen toisiaan hyödyttävä vuorovaikutus saattaa alkaa jo 
ensimmäisessä siirrostusvaiheessa ja kehittyä useiden siirrostuskertojen aikana. 
Arominmuodostajien pitoisuuden todettiin olevan alhaisempi viileissä, jotka valmistettiin 
yksittäiskannoista koostetuilla hapatteilla kuin tuotantohapatekannoilla, jotka on kasvatettu 
alusta asti samassa siirrosteessa. Arominmuodostajien pitoisuuden lasku viilissä voitiin 
todeta myös romahtaneena etikkahapon tuottona. Tähän voi olla syynä Walstran ym. 
(2006) raportoima arominmuodostajilta puuttuva proteolyyttinen aktiivisuus. 
Arominmuodostajat tarvitsevat todennäköisesti jo ympin valmistusvaiheessa muita 
Lactococcus-kantoja, jotta niiden kasvukyky säilyisi myös viilissä.  
 
Jäljellä olevan sitruunahapon pitoisuuden todettiin olevan matalampi AR11-viileissä (ar1-
kanta) kuin V93-viileissä (ar2-kanta), vaikka arominmuodostajien pitoisuus oli AR11-
viileissä matalampi. Myös varahapatekoosteissa A, B ja C arominmuodostajan ar2 
pitoisuus on alhaisempi kuin ar1-kannan pitoisuus AR11-tuotantohapatekoosteissa. 
Hassanin ja Frankin (2001) mukaan Leuc. mesenteroides ssp. cremoris vaatii riittävästi 
sitraattia diasetyylin tuottoon, mutta lähtöraaka-aine on molemmissa viileissä sama. 
Arominmuodostajakanta ar1 näyttäisi hajottavan sitraattia tehokkaammin kuin ar2. 
 
Obermanin ja Libudziszin (1998) mukaan myös home vaikuttaa flavorin muodostumiseen 
ja alentaa tuotteen happamuutta. Viilejä valmistettaessa maitoon ei lisätty hometta, jotta 
muuttujien määrä olisi viileissä mahdollisimman pieni. Homeen vaikutus aromiin voi olla 
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oleellinen etenkin, jos arominmuodostajien tuottamien aromiaineiden pitoisuus jää 
alhaiseksi.  
 
6.6 Varahapatekoosteiden faagikestävyys  
 
Bakteerin faagiherkkyyteen näyttäisi vaikuttavan merkittävästi kasvualustan koostumus. 
Tuomisen (2010) tutkimuksessa faagiherkkyyttä testattiin kasvattamalla bakteereita 
Nickels ja Leesment-liemessä. Tässä työssä bakteerit kasvatettiin LM17- ja MRS-
alustoilla, sillä aikaisemmissa kokeissa oli todettu, että faagiherkkyys voi poiketa eri 
kasvualustoilla. Huomioimalla tippatestien tulokset kolmelta eri kasvualustalta tulokset 
poikkesivat merkittävästi Tuomisen saamista faagiherkkyystuloksista.  
 
Faageja sisältävät viilit A, B ja C hapantuvat nopeammin kuin verrokki, jonka 
happaneminen pysähtyy lähes täysin faaginäytteiden 1 tai 2 läsnäollessa. Mahdollisen 
faagikontaminaation iskiessä mikä tahansa viileistä A, B tai C happanisi siis paremmin 
kuin verrokki. Walstran ym. (2006) mukaan infektio tapahtuu vain, kun faagi on 
homologinen isäntäsolun kanssa. Viili C ei näytä reagoivan faagin läsnäoloon lainkaan. 
Tähän voi olla syynä se, että faaginäytteiden faagit eivät ole homologisia C-viilin 
hapatekantojen kanssa.  
 
B-viili kestää faageja paremmin kuin A-viili. Viileissä on samat hapatekannat, mutta 
niiden osuudet ovat erilaiset. Kannan h4 osuus on pienempi B-viilissä (87 %) kuin A-
viilissä (98 %) ja kannan h3 osuus on B-viilissä suurempi (10 %) kuin A-viilissä (1 %). 
Maitohapon tuotto supernatanttiin oli kaikilla varahapatekannoilla 70–80 mg/100 g, joten 
erot hapontuotossa eivät selitä eroja hapantumisnopeudessa. Kannan h3 faagien 
vastustusmekanismit (Walstra, 2006; Hassan ja Frank, 2001; Josephsen ja Neve, 2004) 
voivat olla voimakkaampia kuin kannan h4. Hapantuminen on kuitenkin tapahtunut 
viiveellä, mikä todennäköisesti merkitsee, että kannalla h4 on jokin vastustusmekanismi 
olemassa, mutta elpyminen kestää kauemmin kuin kannan h3. Mahdollista on, että kannan 
h3 osuutta nostamalla viilin faagikestävyys paranisi. Kannan h5 osuus on alhainen 
jokaisessa viilissä (1–3 %), joten sen vaikutuksesta viilin happanemiseen ja 
faagikestävyyteen ei tiedetä.  
 
Faageja kestävien kantojen, joilla on tuotteeseen sopivat ominaisuudet, tutkimus on 
työlästä. Maderan ym. (2003) tutkimuksessa löydettiin vain yksi kanta sadasta, joka ei 
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menettänyt hapontuotto-ominaisuuksiaan faagi-infektion aikana. Thunellin ym. (1981) 
tutkimuksessa kehitettiin juustohapate, johon ei tullut faagi-infektiota tutkimuksen aikana 
(500 vrk). Viscardin ym. (2003) tutkimuksessa löydettiin jopa kuusi faagiresistenttiä 
mutanttia kahdeksasta, joiden haponmuodostuskyky ei laskenut verrattuna alkuperäiseen 
kantaan. Tässä työssä löydettiin 63 potentiaalisen Lc. lactis -kannan joukosta kuusi 
kahdelle faaginäytteelle resistenttiä kantaa, joista lopputuotteeseen eli viiliin soveltui 
kolme kantaa.  
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7 PÄÄTELMÄT 
 
Kolmitestien tulosten perusteella tuotantohapatekantoja on mahdollista kasvattaa yksittäin 
ja koostaa hapate vasta jälkeenpäin. Myös aromintuottajakannat voidaan valmistaa 
yksittäisviljelminä, mutta niiden elinkyky viilissä on heikompi verrattuna perinteiseen 
valmistukseen, jossa aromintuottajat kasvatetaan samaan aikaan hapontuottajakantojen 
kanssa. Arominmuodostajien heikompaa kasvua tai sen vuoksi muuttunutta aromia ei 
kolmitestissä kuitenkaan havaittu.  
 
Faagiherkkyyden ollessa suurimpana rajoitteena varahapatteen valmistuksessa pystyttiin 
varahapatteen koostamista testaamaan vain kuudella eri kannalla, joiden välillä oli selkeitä 
eroja. Osa kannoista ei soveltunut lainkaan viilin valmistukseen, sillä niiden tuottamat 
aistinvaraiset ja rakenteelliset ominaisuudet poikkesivat liikaa nykyisestä viilistä. Näiden 
kantojen viljely pelkässä maitoalustassa ei myöskään onnistunut, mikä voisi olla selitys ei-
toivottujen ominaisuuksien muodostumiseen viilissä. Faagihaastekokeessa 
varahapatekoosteet onnistuivat hyvin, sillä sekä koosteella A, B että C valmistetut viilit 
happanivat paremmin kuin verrokkiviilillä valmistetut.  
 
Pelkästään profiilitestin perusteella ei vielä voida sanoa, soveltuuko varahapatekooste B tai 
C varahapatteeksi. Profiilitestissä arvioivana raatina käytetään koulutettua raatia, jotka 
löytävät viilien väliset erot todennäköisesti paljon herkemmin kuin kuluttaja. 
Varahapatekoosteita tulee vielä verrata kuluttajatestillä verrokkiviiliin, jolloin saadaan 
tietää, onko ero viilien välillä niin suuri, että kuluttaja pystyy havaitsemaan eron. 
 
7.1 Jatkotutkimusehdotukset 
 
Yksittäiskannoista koostettu hapate voitaisiin valmistaa niin, että arominmuodostaja 
kasvatettaisiin yhdessä jonkun Lactococcus-kannan kanssa, jotta arominmuodostajan 
aktiivisuus säilyisi myös viilissä. Tällöin myös aromin- ja haponmuodostajakannan 
pitoisuudet pystyttäisiin määrittämään, kun kumpaakin bakteerikantaa on viljelmässä vain 
yksi. Arominmuodostajien tehtävän ollessa tuottaa aromiaineita sitraatista kannattaa 
varahapatteessa testata kanta myös ar1, sillä ar2 kasvoi huonosti varahapatekoosteissa. 
 
Siirryttäessä hapatteiden valmistukseen yksittäiskannoista V93-hapate kannattaa valmistaa 
hapatekoostetta V2 tai V3 muistuttavalla koosteella, joiden vaikutukset viilin kemiallisiin, 
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rakenne- ja aistinvaraisiin ominaisuuksiin sekä kypsytysaikaan olivat potentiaalisimmat. 
AR11-hapatekoosteista paras vaihtoehto olisi A3, jonka aromintuotto- ja 
rakenneominaisuudet muistuttivat eniten verrokkia. Mikäli kantojen viljelyä muutetaan 
yhdistämällä hapon- ja arominmuodostaja, viilin aistittavat ominaisuudet saattavat muuttua 
lähemmäksi verrokin kaltaista aromia. Lisäksi viilien valmistusta tulee kokeilla homeen 
kanssa.  
 
Varahapatteeksi kannattaa valita sekä B että C ja varahapatteen käyttöä tulisi testata vielä 
kuluttajatestillä, jotta saataisiin selville havaitseeko kuluttaja eron viilien B ja C tai 
verrokkiviilin välillä. Mikäli eroja verrokkiin nähden havaitaan, varahapatteen 
koostumusta tulee muuttaa. Kantaa h3 ja vielä testaamatonta kantaa h6 voisi kokeilla 
samassa hapatteessa, vaikka niiden PFGE-profiilit ovat samanlaiset, sillä kantojen 
yhdistäminen voisi saada aikaan paremman rakenteen viilissä. Kanta h3 näytti olevan 
epäherkkä faaginäytteille, minkä vuoksi sen osuutta voisi kasvattaa C-hapatteessa 
faagikestävyyden parantamiseksi ja mahdollisesti viilin aistinvaraisten ominaisuuksien 
parantamiseksi. Kannan h5 osuuden nostamista tulisi myös kokeilla. Muuttamalla hieman 
kantasuhteita voidaan saada viilissä aikaan paremmat rakenneominaisuudet hidastamatta 
merkittävästi viilin kypsymisaikaa mahdollisen faagi-infektion iskiessä. 
 
Varahapatteilla valmistetuista viileistä tulisi määrittää, selvisivätkö kaikki hapatekannat 
faagi-infektiosta, tai mitkä kannat säilyivät hengissä. Tämän perusteella voitaisiin 
suunnitella hapate, josta poistetaan infektoituneet kannat. Lisäksi faaginäytteissä 1 ja 2 
olevat faagit tulisi eristää ja rikastaa, jolloin voitaisiin tutkia, onko Valion 
kantakokoelmassa joitakin kantoja, jotka eivät olisi herkkiä näille faageille. Myös syytä 
sille, miksi osa tutkituista kannoista oli tietyillä viljelyalustoilla faageille epäherkkiä tai 
herkkiä, tulisi pohtia. Näissä kannoissa voisi olla potentiaalia varahapatekannaksi.  
 
Faagiongelmat aiheuttavat tehtaissa valtavia taloudellisia tappioita, minkä vuoksi niiden 
ratkaisemiseksi tehdään mittavaa tutkimusta. Hapatekantojen tutkimisen, potentiaalisten 
bakteerikantojen valinnan ja hapatteen monipuolisen arvioinnin lisäksi varahapate tulee 
valmistaa tuotantomittakaavassa ja testata sen käyttöä tuotanto-olosuhteissa. Varahapatteen 
todellinen toimivuus saadaan kuitenkin tietää vasta faagi-infektion iskiessä, mahdollisesti 
vasta pitkän ajan kuluttua.  
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Liite 1. KCA-alusta 
 
KCA-liemen koostumus: (g/l) 
 Tryptoni   20,0 g 
 Hiivauute   5,0 g 
 Glukoosi   5,0 g 
 Laktoosi   5,0 g 
 Natriumkloridi  4,0 g   
 Natriumsitraatti   2,0 g   
 Kalsiumlaktaatti   8,0 g 
 10 mM mangaanisulfaatti   1,0 g 
 Deionisoitu vesi  1000 ml 
 
Kalsiumlaktaatti liuotetaan erikseen kuumaan veteen. 1000 ml:aan lientä 
lisätään 118 ml HV-heraa (hapateviljelmän hera) ja pH säädetään 6,75. 
Alusta autoklavoidaan 115 ±1 °C:ssa 15 min.  
 
KCA-pohja-agar 
 KCA-liemi   1000 ml 
 Agar   15,0 g 
1 M Kalsiumkloridi*  10,0 ml 
 Laktoosiliuos**  50 ml 
 
*14,7 g / 100 ml, autoklavoidaan 121 ±1 °C15 min 
**10,0 g laktoosia liuotetaan 100 ml:aan deionisoitua vettä, steriloidaan 121 
±1 °C15 min tai steriilisuodatetaan 0,20 µm:n suodattimella. 
 
KCA-pinta-agar 
KCA-liemi    1000 ml 
Agar    6,0 g 
 
Sterilointi 121 ±1 °C15 min 
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Liite 2. GM17-alusta 
 
GM17-liemi on M17-liemi, johon on lisätty 0,5 % glukoosia.  
 
M17-liemen koostumus: (g/l) 
 Kaseiinihydrolysaatti (trypsiinillä pilkottu)  2,5 g 
 Lihahydrolysaatti (pepsiinillä pilkottu)  2,5 g 
 Soijahydrolysaatti   5,0 g 
 Hiivauute    2,5 g 
 Lihauute    5,0 g 
 Askorbiinihappo   0,5 g 
 Magnesiumsulfaatti   0,25 g 
 β-Dinatrium-glyserofosfaatti  19 g 
 Deionisoitu vesi    950 ml 
 
Aineet liuotetaan 950 ml:aan deionisoitua vettä ja autoklavoidaan 121 – 124 
°C:ssa 15 min. Jäähdytetään 50 °C:seen ja lisätään 50 ml 10-prosenttista 
laktoosia ja sekoitetaan. 
 
M17-pohja-agar:  
M17-liemi    1000 ml 
Agar   15,0 g 
1 M Kalsiumkloridi*  10,0 ml 
 Laktoosiliuos**  50 ml 
 
Ennen maljojen valamista 95 ml:aan M17-agaria lisätään 5 ml laktoosiliuosta 
ja 1 ml kalsiumkloridiliuosta.  
 
25 % glukoosiliuos tehdään erikseen Milli Q-veteen ja steriloidaan 
suodattamalla. Lisätään alustan autoklavoinnin jälkeen. Lopulliseksi 
glukoosipitoisuudeksi säädettiin 2 %. 
 
M17-pinta-agar 
 M17-liemi   1000 ml 
 Agar   6,0 g 
 
Sterilointi 121 ±1 °C15 min 
 
 
 
Liite 3. Sitraattipohjainen maitoalusta 
 
 Rasvaton maitojauhe   10,0 g 
 Hiivauute (0,2 %)  0,2 g 
 Natriumsitraatti  0,2 g 
 MnSO4-liuos (10 mM)  0,65 ml 
 Vesi   100 ml:ksi 
 
Autoklavointi 116 °C:ksi, 10 min 
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Liite 4. Alustan 1 raaka-aineet 
 
Raaka-aine Pitoisuus % 
Herapermeaatti 5 
Kaseiinihydrolysaatti 2 
MnSO4 x H2O, liotetaan veteen 0,0011 
Vesi 93 
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Liite 5. Bakteerikantojen viljelyparametrit, pitoisuus ja säilyvyys 
 
Hapate-
kanta 
   
Konsent-
raatin  
tilavuus 
(ml) 
Konsent-
rointi- 
kerroin 
Viljelmän 
pitoisuus 
(pmy/ml) 
Konsentraatin 
pitoisuus 
(pmy/ml) 
Jäädykkeen 
pitoisuus 
Jäädykkeen 
pitoisuus  
Sameus 
(mA) 
Viljely-
aika (h) 
Emäksen 
kulutus 
(ml) 
1 vko 
(pmy/ml) 
20 vko 
(pmy/ml) 
pitoisuuden 
lasku 
(log)/vko 
Tuotantokannat 
        
  
a1 a* 8,29 26,2 42 40,0 10,0 1,30E+09 9,40E+09 9,90E+09 - - 
a1 b* 8,77 25,0 50 60,6 6,6 1,80E+09 6,00E+09 6,70E+09 - - 
a2 a* 7,38 25,0 33 48,0 8,3 1,70E+09 1,10E+10 1,10E+10 1,10E+10 0 
a2 b* 8,64 23,5 54 40,0 10,0 1,20E+09 1,50E+10 1,60E+10 - - 
a3 7,99 26,1 37 102 3,9 6,10E+09 4,90E+10 1,20E+10 1,40E+09 0,05 
a4 8,77 20,8 48 52,5 7,6 2,00E+09 1,30E+10 8,80E+09 1,10E+09 0,05 
ar1 8,51 15,1 27 40,0 10,0 2,00E+09 1,00E+10 6,30E+09 1,80E+09 0,03 
v1 8,90 21,7 74 60,0 6,7 4,00E+09 2,00E+10 1,70E+10 1,60E+09 0,05 
v2 8,03 25,1 36 67,0 6,0 2,60E+09 1,30E+10 1,10E+10 4,50E+09 0,02 
v3 8,85 23 59 69,0 5,8 3,80E+09 1,70E+10 3,40E+10 1,40E+09 0,07 
ar2 a* 6,60 15,4 28 40,0 10,0 2,80E+09 1,40E+10 7,20E+09 1,30E+09 0,04 
Varahapatekannat 
       
Jäädykkeen 
pitoisuus 
10 vko 
(pmy/ml) 
 
 
h1 8,85 14,6 41 40,0 10,0 1,30E+09 8,80E+09 5,20E+09 6,20E+08 0,09 
h2 9,11 12,8 53 40,0 10,0 3,00E+09 4,40E+10 2,40E+10 2,00E+10 0,01 
h3 9,29 25,8 55 40,0 10,0 2,00E+10 1,10E+11 1,20E+11 5,90E+10 0,03 
h4 8,85 26,3 45 82,2 4,9 1,20E+10 2,90E+10 3,00E+10 1,50E+10 0,03 
h5 a* 8,69 26,5 48 40,0 10,0 8,00E+09 4,40E+10 5,50E+10 4,00E+10 0,01 
h5 b* 9,07 25,6 54 55,0 7,3 5,30E+09 2,30E+10 4,10E+10 2,30E+10 0,03 
ar2 b* 7,30 13,5 25 40,0 10,0 1,70E+09 1,80E+10 1,30E+10 9,50E+08 0,11 
*a: kannan ensimmäinen viljelmä; b: kannan toinen viljelmä. 
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Liite 6. SF-agar 
 
 Kaseiinipeptoni  7,5 g 
 Gelatiinipeptoni  7,5 g 
 Natriumkloridi  5,0 g 
 Agar   10–15 g 
 Tislattu vesi   1000 ml 
 
Sterilointi 15 min 121 ±1 °C. Alustan pH steriloinnin jälkeen 7,5 ± 0,2  
 
 
Liite 7. MRS-agar 
 
 Peptoni   10,0 g 
 Lihauute   10,0 g 
 Hiivauute   5,0 g 
 Glukoosi   20,0 g 
 Tween 80    1,0 g  
 Dikaliumvetyfosfaatti  2,0 g 
 Natriumasetaatti  5,0 g  
 Diammoniumsitraatti  2,0 g  
 Magnesiumsulfaatti  0,2 g 
 Mangaanisulfaatti  0,05 g 
 Agari   10–18 g 
 Tislattu vesi   1000 ml 
 
Sterilointi 15 min 121 ±1 °C. Alustan pH steriloinnin jälkeen 6,2 ± 0,2  
 
 MRS-soft-agar 
 MRS-liemi    1000 ml 
 Agar    6 g 
 
 Annostellaan á 40 ml. Sterilointi 15 min 121 ±1 °C. 
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Liite 8. Vertailuprofiilitestin arviointilomake 
 
VIILI PROFIILI    Pvm:___________________  
 
Näytteet: K, L, M, N     Nimi:___________________  
 
Merkitse kullekin janalle poikkiviiva ja näytteen koodi siihen kohtaan, joka mielestäsi 
kuvaa parhaiten kysytyn ominaisuuden voimakkuutta.  
 
ULKONÄKÖ  
 
Kermakerroksen pysyvyys viilissä: Arvioi kermakerroksen pysyvyyttä kallistelemalla 
purkkia.      
  
  
                  ei pysy       pysyy 
 
Heroittuminen: Arvioi heran määrää kallistelemalla purkkia. 
  
  
               ei yhtään        paljon 
RAKENNE 
 
Venyvyys: Nosta viiliä lusikalla ja arvioi, kuinka paljon viili venyy lusikasta.  
  
  
                ei yhtään      paljon  
 
Viilin massan tasaisuus: Ota viiliä lusikalla purkin pohjasta asti ja arvioi massan 
tasaisuutta.     
  
  
                   epätasainen    tasainen 
Suutuntuman paksuus   
  
  
                   löysä       paksu 
MAKU 
 
Happamuus 
  
  
                  heikko    voimakas 
Viilin aromikkuus 
  
  
                  heikko    voimakas 
Sivumaku 
  
  
                                  ei yhtään    voimakas 
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Liite 9. Hapon- ja arominmuodostajien alustan ja supernatantin sisältämät komponentit 
 
AR11-kannat 
 mg/100 g Alusta 1 a1 a** a1 b** a2 a** a2 b** a3 a4 
Sitruunahappo  110 130 130 110 120 100 110 
Kok. typpi  330 530 540 510 470 440 730 
Laktoosi  3350 220 650 <100* 300 <100* <100* 
Glukoosi  <50* 890 700 950 <50* <50* <50* 
Galaktoosi  70 170 140 170 160 140 140 
D-maitohappo  70 <20* <20* <20* <20* <20* <20* 
L-maitohappo  330 2630 2630 2800 3350 3620 3460 
Etikkahappo  3 5 7 6 11 6 9 
 
V93-kannat 
 mg/100 g Alusta 1 v1 v2 v3 
Sitruunahappo  110 130 110 110 
Kok. typpi  330 610 510 640 
Laktoosi  3350 <100* 170 <100* 
Glukoosi  <50* <50* 830 80 
Galaktoosi  70 100 140 130 
D-maitohappo  70 <20* <20* <20* 
L-maitohappo  330 3710 2720 3540 
Etikkahappo  3 10 9 16 
 
Varahapatekannat 
mg/100 g Alusta 1 h3 h4 h5 a** h5 b** Alusta 2 h1 h2 
Sitruunahappo  110 100 90 100 110 300 300 280 
Kok. typpi  330 770 530 770 760 390 780 820 
 Laktoosi   3350 <100* <100* <100* <100* 3230 290 <50* 
Glukoosi  <50* <50* <50* <50* <50* >50* <50* <50* 
Galaktoosi   70 <50* 110 130 100 80 <50* 90 
D-maitohappo  70 80 80 80 80 70 70 70 
L-maitohappo   330 2670 2770 2720 2760 90 2440 2670 
Etikkahappo   3 14 9 6 7 3 14 18 
 
Arominmuodostajakannat  
mg/100 g Alusta 2 ar1 ar2a** ar2b** 
Sitruunahappo  300 20 20 <20* 
Kok. typpi  390 530 570 560 
Glukoosi  <50* 60 70 120 
Galaktoosi 80 100 100 60 
Laktoosi  3230 1070 1060 1380 
D-maitohappo  70 1260 1210 880 
L-maitohappo  90 270 250 90 
Etikkahappo  3 86 105 88 
 
*tulos alle herkkyysrajan. 
**a: kannan ensimmäinen viljelmä; b: kannan toinen viljelmä. 
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Liite 10. Aistinvaraisen arvioinnin tulokset 7 vuorokauden ikäiselle viilille 
Hapatekoosteiden AR11 ja V93 arvot on saatu vähentämällä verrokkiviilin ominaisuuden 
saama arvo kunkin erän ominaisuudesta. 936-, P335- ja Hera-hapatekoosteiden arvot ovat 
tulosten summa. 
 
Hapatekooste AR11 
Erä Ulkonäkö Malja Rakenne Maku Summa 
1 1,00 1,75 2,25 0,75 5,75 
2 -0,75 1,00 0,50 0,75 1,50 
3 -1,00 1,00 0,25 0,75 1,00 
4 -0,25 0,50 0,25 1,00 1,50 
5 -0,50 0,25 1,25 1,00 2,00 
6 -0,50 1,13 1,50 0,25 2,38 
7 -0,75 1,63 1,25 0,75 2,88 
8 -1,00 0,00 0,50 1,00 0,50 
9 1,50 0,00 1,00 1,00 3,50 
10 1,00 0,00 0,50 0,17 1,67 
11 1,67 -0,33 0,17 0,17 1,67 
12 1,67 -0,33 0,33 0,50 2,17 
 
Hapatekooste V93 
Erä Ulkonäkö Malja Rakenne Maku Summa 
1 0,75 -0,38 0,88 1,75 3,00 
2 -0,67 0,00 0,67 2,67 2,67 
3 -0,67 0,00 0,67 2,33 2,33 
4 -0,67 0,67 0,67 2,33 3,00 
5 -0,67 0,67 1,33 2,67 4,00 
6 -0,50 0,50 -0,50 1,75 1,25 
7 -0,75 0,75 -0,50 1,00 0,50 
8 -0,25 0,00 -0,50 1,75 1,00 
9 -1,00 0,00 -0,38 1,75 0,38 
10 -0,25 0,75 -0,75 1,25 1,00 
11 0,25 0,13 0,88 0,50 1,75 
12 -0,25 -0,38 0,38 1,00 0,75 
 
936-, P335- ja Hera-hapatekoosteet  
Erä 936 P335 Hera 
1 9,70 14,00 17,17 
2 15,00 11,00 15,33 
3 14,80 11,80 13,67 
4 10,30 11,80 13,50 
5 13,70 7,00 13,33 
6 14,20 11,30 13,17 
7 9,00 12,30 12,17 
8 11,20 14,30 12,17 
9 11,00 12,30 10,00 
10 10,80 - 12,17 
11 14,20 - 12,67 
12 15,20 - 12,33 
V93 18,60 18,30 16,92 
AR11 18,80 20,00 18,50 
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Liite 11. Hapatekoosteiden V93, AR11 ja varahapatekoosteen kypsymisajat 
 
Hapatekooste 
Valmistuserä a 
(h) 
Valmistuserä b 
(h) 
Valmistuserä c 
(h) 
V93       
V1 24,0 21,0 20,0 
V2 19,0 20,0 17,0 
V3 19,0 20,0 18,0 
Verrokki V93 22,0 23,0 24,3 
AR11 
   A1 17,7 18,0 18,0 
A2 17,0 18,0 19,0 
A3 20,2 19,0 19,5 
Verrokki AR11 18,3 19,0 18,3 
Varahapate 
   A 17,0 17,5 17,0 
B 17,5 17,0 17,0 
C 18,5 18,5 17,0 
Verrokki AR11 19,0 19,0 20,5 
 
 
 
Liite 12. Hapon- ja arominmuodostajien pitoisuus viilissä 
 
 Valmistuserä Haponmuodostajat (pmy/ml)     Arominmuodostajat (pmy/ml)   
 V93 
 
                
 
V1 V2 V3 Verrokki 
 
V1 V2 V3 Verrokki 
a 6,7E+08 5,2E+08 5,4E+08 6,6E+08 
 
2,0E+07 7,0E+06 5,4E+06 2,5E+07 
b 5,6E+08 5,4E+08 4,6E+08 3,9E+08 
 
8,1E+06 3,4E+06 3,8E+06 3,0E+07 
c 2,4E+08 4,4E+08 5,0E+08 3,7E+08 
 
4,0E+06 1,6E+06 2,5E+06 5,9E+07 
ka. 4,9E+08 5,0E+08 5,0E+08 4,8E+08 
 
1,1E+07 4,0E+06 3,9E+06 3,8E+07 
AR11 
         
 
A1 A2 A3 Verrokki 
 
A1 A2 A3 Verrokki 
a 3,3E+08 4,3E+08 4,8E+08 5,1E+08 
 
3,2E+05 8,3E+05 2,1E+06 2,1E+06 
b 5,0E+08 5,0E+08 5,2E+08 4,5E+08 
 
3,0E+04 6,0E+05 1,2E+06 1,9E+06 
c 6,4E+08 4,3E+08 4,5E+08 4,1E+08 
 
1,4E+05 7,0E+04 2,0E+04 1,1E+06 
ka. 4,9E+08 4,5E+08 4,9E+08 4,6E+08 
 
1,6E+05 5,0E+05 1,1E+06 1,7E+06 
Varahapate 
        
 
A B C Verrokki 
 
A B C Verrokki 
a 3,6E+08 3,6E+08 1,6E+09 5,4E+08 
 
2,2E+05 1,9E+05 2,1E+05 8,0E+06 
b 4,0E+08 4,8E+08 1,8E+09 5,5E+08 
 
9,6E+05 7,1E+05 3,5E+05 8,0E+06 
c 4,9E+08 6,6E+08 1,5E+09 7,6E+08 
 
1,3E+05 4,5E+04 4,5E+04 9,5E+07 
ka. 4,2E+08 5,0E+08 1,6E+09 6,2E+08 
 
4,4E+05 3,2E+05 2,0E+05 3,7E+07 
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Liite 13. AR11-hapatteella koostettujen viilien kemiallinen koostumus 
a, b ja c tarkoittavat eri valmistuspäiviä. 
 
  A1a A1b A1c A2a A2b A2c A3a A3b A3c 
AR11-
Verrokki 
a 
AR11-
Verrokki 
b 
AR11-
Verrokki 
c 
Kalsium  mg/kg 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 
Kokonaistyppi mg/100 g 560 550 570 570 560 560 580 560 560 590 570 580 
Ei-proteiinityppi (NPN) mg/g 0,5 0,49 0,49 0,52 0,51 0,51 0,47 0,46 0,46 0,49 0,49 0,48 
Galaktoosi mg/100 g 70 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 
Laktoosi mg/100 g 4250 4010 3860 3880 4010 3900 3970 3970 3910 4020 4030 3880 
Glukoosi mg/100 g < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 
D-maitohappo mg/100 g < 20 210 190 20 210 200 30 200 220 30 210 240 
L-maitohappo mg/100 g 930 1050 1020 920 1040 1020 930 1010 1060 910 1020 1040 
Sitruunahappo mg/100 g 60 70 70 70 50 40 50 < 20 < 20 40 < 20 30 
Etikkahappo mg/100 g 15 20 22 12 19 20 22 31 32 26 28 23 
Propionihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovoihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Voihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovaleriaanihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Valeriaanahappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Kapronihappo  mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Proteiini % 3,51 3,46 3,56 3,58 3,51 3,49 3,6 3,51 3,48 3,66 3,57 3,61 
Rasva % 1,02 0,95 0,98 1,01 0,93 0,99 0,99 0,98 1,05 0,95 0,98 0,87 
Hiilihydraatit % 4,9 4,9 4,8 4,7 4,8 4,8 4,7 4,8 4,8 4,6 4,8 4,9 
Tuhka 550 C % 0,76 0,76 0,76 0,77 0,76 0,76 0,76 0,77 0,77 0,76 0,77 0,77 
Kuiva-aine % 10,2 10 10,1 10,1 9,98 10 10,1 10 10,1 10 10,1 10,1 
Energiasisältö kJ/100 g  180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 
Energiasisältö kcal/100 g  43 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 
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Liite 14. V93-hapatteella koostettujen viilien kemiallinen koostumus 
a, b ja c tarkoittavat eri valmistuspäiviä. 
 
  V1a V1b V1c V2a V2b V2c V3a V3b V3c 
V93- 
verrokki a 
V93-
verrokki b 
V93-
verrokki c 
Kalsium  mg/kg 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1230 1200 1200 
Kokonaistyppi mg/100 g 580 570 560 580 570 570 580 570 560 580 570 580 
Ei-proteiinityppi (NPN) mg/g 0,42 0,41 0,43 0,49 0,48 0,5 0,47 0,46 0,48 0,48 0,48 0,49 
Galaktoosi mg/100 g 80 < 50 < 50 60 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 50 50 
Laktoosi mg/100 g 3980 4040 4150 4140 3830 4050 4140 4020 3890 3980 3860 3760 
Glukoosi mg/100 g < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 
D-maitohappo mg/100 g 30 < 20 30 < 20 < 20 20 < 20 < 20 30 30 40 60 
L-maitohappo mg/100 g 950 950 910 960 1010 910 960 930 930 990 1000 960 
Sitruunahappo mg/100 g 50 90 70 140 70 70 90 30 70 < 20 80 < 20 
Etikkahappo mg/100 g 35 25 22 15 12 10 17 15 12 47 50 59 
Propionihappo mg/100 g < 1 < 1 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovoihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Voihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovaleriaanihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Valeriaanahappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Kapronihappo  mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Proteiini % 3,625 3,5625 3,53 3,625 3,5625 3,56 3,625 3,5625 3,5 3,625 3,5625 3,62 
Rasva % 1,00 1,05 0,83 1,04 1,00 0,97 1,00 1,04 0,95 1,06 1,03 1,00 
Hiilihydraatit % 7,8 7,7 4,8 7,8 7,8 4,7 7,8 7,7 4,9 7,7 7,7 4,6 
Tuhka 550 C % 0,76 0,75 0,77 0,76 0,76 0,76 0,75 0,75 0,76 0,77 0,75 0,77 
Kuiva-aine % 10,1 10,1 10,0 10,2 10,1 10,0 10,2 10,1 10,1 10,1 10,0 10,0 
Energiasisältö kJ/100 g  180 180 170 180 180 180 180 180 180 180 180 180 
Energiasisältö kcal/100 g  42 43 41 43 42 42 43 42 42 43 42 42 
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Liite 15. Varahapatteella koostettujen viilien kemiallinen koostumus 
a, b ja c tarkoittavat eri valmistuspäiviä. 
 
  H1a H1b H1c H2a H2b H2c H3a H3b H3c 
Verrokki 
a 
Verrokki 
b 
Verrokki 
c 
Kalsium  mg/kg 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1200 
Kokonaistyppi mg/100 g 550 560 550 560 560 550 560 570 550 560 570 560 
Ei-proteiinityppi (NPN) mg/g 0,54 0,54 0,56 0,54 0,54 0,53 0,51 0,50 0,49 0,51 0,49 0,51 
Galaktoosi mg/100 g < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 
Laktoosi mg/100 g 3990 4080 4070 3970 4120 4070 4010 4130 4060 3900 4030 4040 
Glukoosi mg/100 g < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 < 50 
D-maitohappo mg/100 g 190 190 190 190 200 210 200 210 210 230 210 230 
L-maitohappo mg/100 g 740 750 750 760 780 760 700 750 740 830 780 800 
Sitruunahappo mg/100 g 110 110 110 110 120 110 120 110 110 0 60 40 
Etikkahappo mg/100 g 6 10 5 4 8 5 5 8 6 46 60 62 
Propionihappo mg/100 g 2 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovoihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Voihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Isovaleriaanihappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Valeriaanahappo mg/100 g < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Kapronihappo  mg/100 g < 1 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 
Proteiini % 3,46 3,49 3,49 3,49 3,53 3,49 3,48 3,54 3,48 3,48 3,54 3,55 
Rasva % 1,09 1,04 1,05 1,05 1,05 1,00 1,00 1,10 1,05 1,02 1,08 1,05 
Hiilihydraatit % 4,7 4,8 4,8 4,7 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8 4,6 4,6 4,6 
Tuhka 550 C % 0,73 0,74 0,75 0,75 0,74 0,77 0,75 0,75 0,75 0,73 0,75 0,75 
Kuiva-aine % 9,96 10,10 10,10 9,95 10,20 10,10 9,98 10,20 10,10 9,79 9,97 9,98 
Energiasisältö kJ/100 g  180 180 180 180 180 180 180 180 180 170 180 180 
Energiasisältö kcal/100 g  42 43 43 42 43 42 42 43 43 41 42 42 
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Liite 16. Profiilitestin keskiarvot ja keskihajonnat 1. kokeessa 
 
Viilien ominaisuuksien keskiarvot. 
Varahapate-
kooste  
Kermakerroksen 
pysyvyys 
Heroittu- 
minen Venyvyys Tasaisuus 
Suutuntuman 
paksuus Happamuus Aromikkuus Sivumaku 
A 43,63 61,13 42,25 29,63 27,75 53,63 35,50 16,75 
B 36,00 50,50 39,63 43,25 40,63 57,13 35,13 27,25 
C 34,63 52,75 33,38 57,38 45,63 62,13 37,00 34,75 
Verrokki 50,37 50,88 58,38 44,00 56,00 41,38 45,88 27,37 
 
Viilien ominaisuuksien keskihajonnat. 
Varahapate-
kooste 
Kermakerroksen 
pysyvyys 
Heroittu-
minen Venyvyys Tasaisuus 
Suutuntuman 
paksuus Happamuus Aromikkuus Sivumaku 
A 18,71 17,72 23,08 20,88 12,56 18,36 19,02 20,57 
B 18,17 11,72 11,97 27,12 23,23 14,62 14,84 15,64 
C 22,68 21,52 18,9 17,41 18,06 13,84 17,97 26,81 
Verrokki 21,13 15,71 22,43 21,22 26,76 14,08 21,03 31,88 
 
 
Liite 17. Profiilitestin keskiarvot ja keskihajonnat 2. kokeessa 
 
Viilien ominaisuuksien keskiarvot. 
Varahapate-
kooste 
Kermakerroksen 
pysyvyys 
Heroit-
tuminen Venyvyys 
 
Tasaisuus Paksuus Happamuus Aromikkuus Sivumaku 
A 67,5 30 64,5 51,5 73,63 45,5 67,63 4,5 
B 38,13 54,75 23,5 27,88 32,63 51,25 46,75 24 
C 70,25 27,88 24,5 54,12 44,5 58,13 48,63 19,63 
Verrokki 55,37 35,13 31,5 40,75 27,75 56,38 50,75 24 
 
Viilien ominaisuuksien keskihajonnat. 
Varahapate-
kooste 
Kermakerroksen 
pysyvyys 
Heroit-
tuminen Venyvyys Tasaisuus Paksuus Happamuus Aromikkuus Sivumaku 
A 26,84 20,45 18,39 28,48 13,61 21,4 12,48 3,71 
B 28,44 22,26 19,94 20,61 22,14 21,65 26,38 32,55 
C 23,34 11,07 21,31 17,16 22,89 21,45 22,53 20,62 
Verrokki 22,96 14,87 17,37 18,54 20,06 16,11 28,05 29,04 
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Liite 18. Varahapatekoosteiden A, B ja C sekä verrokin D pH-arvot viilin kypsyessä 
1: lisätty faaginäytettä 1 (A1, B1, C1 tai verrokki 1); 2: lisätty faaginäytettä 2 (A2, B2, C2 tai verrokki 2), 0: viilissä ei faagia (A0, B0, C0 tai verrokki 
0). 
 
A aika 
(h) A0 A1 A2 
B aika 
(h) B0 B1 B2 
C aika 
(h) C0 C1 C2 
D aika 
(h) D0 D0 D0 D1 D1 D1 D2 D2 D2 
4,5 6,66 6,64 6,65 4 6,67 6,66 6,66 3,5 6,68 6,67 6,67 5,5 6,64 6,64 6,67 6,66 6,66 6,66 6,64 6,65 6,63 
6,5 6,59 6,62 6,58 6 6,63 6,65 6,61 5,5 6,67 6,63 6,65 7,5 6,56 6,59 6,61 6,61 6,64 6,65 6,6 6,58 6,59 
8,5 6,41 6,57 6,54 8 6,49 6,63 6,62 7,5 6,59 6,58 6,59 9,5 6,44 6,41 6,47 6,6 6,57 6,58 6,58 6,55 6,59 
10,5 6,06 6,52 6,32 10 6,26 6,49 6,46 9,5 6,49 6,47 6,46 11,5 6,26 6,26 6,23 6,42 6,48 6,56 6,47 6,52 6,51 
12,5 5,15 6,21 - 12 5,63 6,41 6,42 11,5 6,4 6,16 6,31 13,5 5,71 5,71 5,57 6,47 6,53 6,55 6,4 6,47 6,49 
14,5 4,8 6,42 6,39 14 5,14 6,27 6,37 13,5 5,99 5,66 5,82 15,5 5,06 5,09 5,04 6,47 6,49 6,47 6,46 6,47 6,53 
16,5 4,46 6,35 6,44 16 4,6 5,78 5,96 15,5 5,2 4,79 5,02 17,5 4,69 4,69 4,6 6,43 6,45 6,38 6,48 6,48 6,44 
18,5 4,38 6,11 6,27 18 4,5 5,14 5,38 17,5 4,65 4,51 4,59 19,5 4,43 4,53 4,52 6,39 6,35 6,37 6,39 6,38 6,41 
20,5 4,41 5,61 5,84 20 4,37 4,74 5,08 19,5 4,46 4,42 4,47 21,5 4,42 4,55 4,52 6,33 6,34 6,32 6,34 6,35 6,32 
22,5 4,3 4,95 - 22 4,31 4,5 4,53 21,5 4,41 4,36 4,48 23,5 4,32 4,36 4,39 6,25 6,25 6,25 6,27 6,28 6,28 
24,5 4,27 4,63 4,88 24 4,27 4,39 4,43 23,5 4,33 4,31 4,32 25,5 4,43 4,34 4,43 6,14 6,14 6,14 6,15 6,18 6,15 
26,5 4,22 4,55 4,57 26 4,25 4,35 4,37 25,5 4,31 4,31 4,27 27,5 4,35 4,3 4,36 6,06 6,03 6,02 6,03 6,04 6,03 
